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Έλεγχος ύπαρξης πολυµορφισµών στα γονίδια TLR9 και MyD88 
στο είδος Ovis aries 
                                                    
         
ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Τα προϊόντα των γονιδίων TLR9 και MyD88 διαδραµατίζουν 
κεντρικό ρόλο στην ανοσοαπόκριση που επάγεται από το βακτήριο Brucella 
abortus στα θηλαστικά. Η Brucella abortus είναι το παθογόνο που 
προκαλεί την βρουκέλλωση, µια ζωοανθρωπονόσο που έχει ως κύρια 
ζηµιογόνο συνέπεια την αποβολή στα πρόβατα (Ovis aries). Σκοπός της 
εργασίας ήταν η διερεύνηση της ύπαρξης πολυµορφισµών στα παραπάνω 
γονίδια που θα µπορούσαν να επηρεάζουν τη δοµή και την λειτουργία των 
αντίστοιχων πρωτεϊνών και, κατ’ επέκταση, το µηχανισµό της 
ανοσοαπόκρισης συνολικά. Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε εφαρµογή 
της µεθόδου PCR-SSCP και ακόλουθη αλληλούχηση των 
αντιπροσωπευτικών προτύπων. Το αποτέλεσµα ήταν η ταυτοποίηση επτά 
διαφορετικών αλληλοµόρφων για το TLR9 και δύο για το MyD88, σε εκατό 
περίπου άτοµα που εξετάστηκαν από τέσσερις πληθυσµούς. Τα 
αποτελέσµατα που προέκυψαν από την προκαταρκτική αυτή µελέτη 
µπορούν να χρησιµοποιηθούν για περαιτέρω µελέτες που αφορούν στον 
έλεγχο της πιθανής συσχέτισης των πολυµορφισµών µε την ευπάθεια των 
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Άµυνα του οργανισµού - µηχανισµοί ανοσίας 
  
Η αντίσταση του οργανισµού σε µία νόσο και ειδικότερα σε ένα 
λοιµώδες νόσηµα ονοµάζεται ανοσία. Το άθροισµα των κυττάρων, ιστών και 
µορίων  που µεσολαβούν  στην  αντίσταση  σε λοιµώξεις ονοµάζεται 
ανοσοποιητικό σύστηµα. Η συντονισµένη αντίδραση των συστατικών του 
ανοσοποιητικού συστήµατος, για την αντιµετώπιση των παθογόνων 
µικροοργανισµών που εισβάλλουν στον οργανισµό, ονοµάζεται 
ανοσοαπόκριση. Οι µηχανισµοί άµυνας του οργανισµού περιλαµβάνουν την 
φυσική ανοσία  και την επίκτητη ανοσία.  
  Η φυσική ανοσία αποτελεί την πρώτη γραµµή άµυνας του 
οργανισµού κατά των παθογόνων και βασίζεται σε αναγνώριση δοµών 
κοινών σε διάφορα είδη µικροοργανισµών. Αυτός ο τύπος ανοσίας 
παρέχεται από τους επιθηλιακούς φραγµούς και από εξειδικευµένα κύτταρα 
και αντιβιοτικά των επιθηλίων, τα οποία έχουν ως σκοπό την παρεµπόδιση 
της εισόδου των µικροοργανισµών. Εάν τελικά καταφέρουν να εισέλθουν 
διαπερνώντας τα επιθήλια, οι µικροοργανισµοί δέχονται επίθεση από τα 
φαγοκύτταρα, τα φυσικά κυτταροκτόνα κύτταρα (ΝΚ) και από διάφορες 
πρωτεΐνες του πλάσµατος, που αποτελούν επίσης συστατικά της φυσικής 
ανοσίας. 
Η επίκτητη ανοσία αποτελείται από τα λεµφοκύτταρα και τα 
προϊόντα τους (π. χ. αντισώµατα) και ενεργοποιείται µόνο µετά την είσοδο 
των µικροοργανισµών ή των αντιγόνων τους, ενώ χαρακτηρίζεται από την 
δηµιουργία εξειδικευµένων µηχανισµών  για την αντιµετώπιση διάφορων 
τύπων λοιµώξεων ανάλογα µε το αίτιό τους. Πιο συγκεκριµένα, µετά την 
είσοδο του παθογόνου µικροοργανισµού π.χ. ενός βακτηρίου, τα 
αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (ΑPCs), δηλαδή τα δενδριτικά και τα 
µακροφάγα, φαγοκυτταρώνουν το παθογόνο, και παρουσιάζουν το ίδιο ή 
τµήµατά του στα T και στα Β λεµφοκύτταρα µέσω των µορίων του µείζονος 
συµπλέγµατος ιστοσυµβατότητας (MHC), µόρια απαραίτητα για την 
αναγνώριση των πεπτιδικών αντιγόνων από τα  λεµφοκύτταρα. 
Μέσα στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (APCs), ειδικές δοµές 
του παθογόνου (PAMPs) που αναγνωρίζονται από αντίστοιχους υποδοχείς 
του κυττάρου (PRRs), ενεργοποιούν  µονοπάτια που οδηγούν στην έκφραση 
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των απαραίτητων κυτοκινών (π.χ.IL-2) και συνδιεγερτικών µορίων για να 
ενεργοποιηθούν τα Τ λεµφοκύτταρα. Τα Τ λεµφοκύτταρα, στη συνέχεια, 
πολλαπλασιάζονται και διαφοροποιούνται προς CD4+ Τ  λεµφοκύτταρα , τα 
οποία ονοµάζονται και Τ βοηθητικά.  
  Τα Τ βοηθητικά  λεµφοκύτταρα διαφοροποιούνται σε Τ βοηθητικά 
τύπου 1 ή 2 (ΤΗ1 ή ΤΗ2), διενεργώντας κατάλληλα για την καταπολέµηση της 
λοίµωξης ανάλογα µε το αίτιό της. Τα ΤΗ1 παράγουν ιντερφερόνη γ (IFN-γ), 
η οποία έχει µικροβιοκτόνο δράση, αφού ενεργοποιεί τα µακροφάγα. 
Επίσης παράγουν τις κυτοκίνες IL-2, IL-12, TNF-β που αποτελούν 
προφλεγµονώδεις  κυτοκίνες, προάγουν δηλαδή την δηµιουργία φλεγµονής 
για την καταπολέµηση της λοίµωξης. Τα ΤΗ2 παράγουν τις 
αντιφλεγµονώδεις IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, που οδηγούν σε έκκριση 
αντισωµάτων από τα Β κύτταρα και αποκοκκίωση των σιτευτικών κυττάρων 
(IL-4), ενεργοποιούν τα ηωσινόφιλα (IL-5) κ.α. για την καταστροφή των 
παθογόνων. Γενικά δρουν ανταγωνιστικά προς τα ΤΗ1, αφού καταστέλλουν 
τη φλεγµονή. 
Η µοίρα του  αδιαφοροποίητου Τ κυττάρου εξαρτάται από τα 
ερεθίσµατα που δέχεται, ανάλογα µε τη φύση του παθογόνου. Τα 
δενδριτικά και τα µακροφάγα ανταποκρίνονται σε ιούς και βακτήρια 
παράγοντας IL-12 και προωθούν τη διαφοροποίηση των  Τ κυττάρων προς 




Brucella: το αίτιο της βρουκέλλωσης 
 
Το έναυσµα για την µελέτη της Brucella ήταν η πρώτη αποµόνωση 
της B. melitensis από τον Βruce το 1887, από σπλήνες στρατιωτών που 
πέθαιναν από Μεσογειακό πυρετό στη Μάλτα. Τελικά, όπως 
ανακαλύφθηκε 20 χρόνια αργότερα, η πηγή της µόλυνσης για τους 
ανθρώπους βρισκόταν στις αίγες. Είναι πλέον γνωστό ότι  η Brucella 
αποτελεί το αίτιο της βρουκέλλωσης, µια σοβαρή ζωοανθρωπονόσο που 
είναι αρκετά διαδεδοµένη παγκοσµίως και παρουσιάζει ενδηµικό 
χαρακτήρα σε περιοχές όπως η Μεσόγειος, Μέση Ανατολή, Λατινική 
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Αµερική (Corbel 1997, Lopez-Merino 1989). Όλα τα είδη του γένους εκτός 
της B. ovis είναι παθογόνα για τον άνθρωπο. 
Τα βακτήρια του γένους Brucella είναι αερόβια, έχουν τη µορφή 
κοκκοβάκιλλων ή κοντών ραβδίων µήκους 0.6 έως 1.5 µm και πλάτους 0.5 
έως 0.7 µm, και  παρατηρούνται κυρίως ως µονάδες ενώ λιγότερο συχνά 
σχηµατίζουν ζεύγη ή µικρές οµάδες.   
Παρόλο που µεταξύ των ειδών της Brucella υπάρχει µεγάλη οµολογία 
στο επίπεδο του DNA (>90% σε όλα τα είδη), γίνεται διαχωρισµός του 
γένους σε 6 είδη: B. melitensis, B .abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis και 
B. canis (Corbel and Brinley Morgan,1984). Τα τέσσερα πρώτα είδη 
παρατηρούνται συνήθως στην λεία µορφή (S, smooth) ενώ οι B. ovis και B. 











       
                    Εικ 1. Το βακτήριο Brucella abortus 
 
Η Brucella abortus είναι ένα αρνητικό κατά Gram, παθογόνο 
βακτήριο που αναπτύσσεται ενδοκυττάρια, και στο οποίο οφείλεται η 
βρουκέλλωση των βοοειδών. Στα πρόβατα και τις αίγες η ίδια ασθένεια  
προκαλείται κυρίως από την B.melitensis και σπανιότερα από την B.abortus 
(Luchsinger and Anderson, 1979, Garin-Bastuji et al, 1994) ή την B.suis 
(Paolicchi et al, 1993). 
Πρόκειται για µια µεταδοτική νόσο, που προσβάλλει κυρίως το 
γεννητικό σύστηµα των ζώων, µε αποτέλεσµα την πρόκληση αποβολής 
(συνήθως σε µιαµόνο εγκυµοσύνη) και παροδική στειρότητα, γεγονότα που 
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οδηγούν σε οικονοµική ζηµία. To µικρόβιο µπορεί να προσβάλλει και άλλα 
όργανα (µαστούς, αρθρώσεις) όπου είναι δυνατό να προκαλέσει σοβαρές 
βλάβες. Η B.abortus αποτελεί παθογόνο και για τον άνθρωπο, 
προκαλώντας πυρετό, αδυναµία, ενδοκαρδίτιδα, αρθρίτιδα, οστεοµυελίτιδα 
και µηνιγγίτιδα. 
  Η βρουκέλλωση των βοοειδών είναι ζήτηµα µείζονος σηµασίας, ιδίως 
για τους ανθρώπους που ασχολούνται µε τα βοοειδή (επαγγελµατική 
ζωοανθρωπονόσος). Ο κύριος τρόπος µετάδοσης της νόσου είναι µέσω 
επαφής µε τα µολυσµένα ζώα κατά το άρµεγµα, τον τοκετό, τη σφαγή και 
την επεξεργασία και κατανάλωση των προϊόντων τους.   
 
                          
Άµυνα κατά της Brucella abortus 
 
Κατά τα αρχικά στάδια της λοίµωξης, το βακτήριο B. abortus 
εντοπίζεται κυρίως στους λεµφαδένες. Η λοίµωξη µπορεί να εξελιχθεί  σε 
βακτηριαιµία και αποικισµό της µήτρας, όπου ο µικροοργανισµός 
αναπαράγεται κατά προτίµηση εντός των τροφοβλαστών και τελικά 
προσβάλλεται ο πλακούντας µε συνέπεια τον θάνατο του εµβρύου 
(αποβολή) κατά το τελευταίο τρίτο της κύησης. 
Σε επίπεδο κυττάρου, η Brucella εισέρχεται στο κύτταρο του ξενιστή 
µέσω κυστιδίων που περιβάλλονται από λιπίδια, και αφού 
ενδοκυτταρωθούν, τα βακτήρια εντοπίζονται σε ένα διαµέρισµα που 
ονοµάζεται BCV (Brucella containing vacuole). Πρόκειται για ένα 
κενοτόπιο, το οποίο όµως δεν συντήκεται µε τα λυσοσώµατα, αλλά αντ’ 
αυτού συντήκεται µε την µεµβράνη του αδρού ενδοπλασµατικού δικτύου 
(ΑΕ∆), όπου τελικά αναπαράγεται το βακτήριο. 
Η απόκριση του οργανισµού κατά την λοίµωξη από Β. abortus 
απαιτεί τη στρατολόγηση Τ λεµφοκυττάρων CD4+ και CD8+, κυτοκίνες 
τύπου TΗ1 όπως η ιντερφερόνη γ (IFN-γ) και ο παράγοντας νέκρωσης όγκων 
α (TNF-α), καθώς και ενεργοποιηµένα µακροφάγα και δενδριτικά κύτταρα. 
Η πρώτη γραµµή των αµυντικών µηχανισµών ξεκινά µε την αναγνώριση 
των PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) της Brucella από τους 
υποδοχείς PRRs (pattern recognition receptors) του µακροφάγου ή 
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δενδριτικού κυττάρου του ξενιστή. Τα PAMPs είναι ειδικά µοριακά µοτίβα 
που σχετίζονται µε την παθογένεια του βακτηρίου, τα οποία 
αναγνωρίζονται από ειδικούς υποδοχείς του ξενιστή, όπως οι PRRs.  Αυτή η 
αναγνώριση ενεργοποιεί ενδοκυτταρικά  σηµατοδοτικά µονοπάτια  που 
καταλήγουν σε επαγωγή φλεγµονωδών κυτοκινών, χηµειοκινών, 
ιντερφερονών και σε αύξηση των  µορίων συνενεργοποιητών. 
Υπάρχουν αρκετές λειτουργικά διακριτές τάξεις PRRs, εκ των οποίων 
οι καλύτερα χαρακτηρισµένοι είναι οι υποδοχείς ΤLRs (Toll-like 
receptors). Οι ΤLRs είναι διαµεµβρανικοί υποδοχείς που ανιχνεύουν 
λιπίδια, λιποπρωτεΐνες, πρωτεΐνες και νουκλεϊκά οξέα. Η αναγνώριση των 
PAMPs του βακτηρίου από τους ΤLRs οδηγεί σε στρατολόγηση µιας οµάδας 
ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών-προσαρµογέων που περιέχουν περιοχή ΤΙR, 
συµπεριλαµβανοµένων των MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM. Η περιοχή ΤΙR 
(Toll/IL-1R) είναι ένα διαµεµβρανικό πρωτεϊνικό  οµόλογο του υποδοχέα 
της IL-1, που κωδικοποιείται από το γονίδιο της πρωτεϊνης Toll της 
Drosophila (Gay, 1991). Κάθε πρωτεΐνη-προσαρµογέας που περιέχει την 
πρωτεϊνική περιοχή TIR αλληλεπιδρά µε άλλες πρωτεΐνες που διαθέτουν  
επίσης TIR, χρησιµοποιώντας τις αλληλεπιδράσεις (TIR-TIR) µεταξύ των 
οµόλογων αυτών περιοχών.  
  Όλοι σχεδόν οι TLRs έχουν κοινό σηµατοδοτικό µονοπάτι, στο οποίο 
µόλις τα µόρια-προσαρµογείς σχηµατίσουν ένα µοριακό σύµπλοκο µέσω 
ΤIR -ΤIR αλληλεπιδράσεων, ξεκινούν οι διαδικασίες µεταγωγής σήµατος. Η 
ενεργοποίηση των TLRs ακολουθείται πρωτίστως από στρατολόγηση της 
πρωτεΐνης MyD88, µια αρκετά συνηθισµένη πρωτεΐνη-προσαρµογέας. Η 
πρωτεΐνη MyD88 διαθέτει µια ΤIR περιοχή στον C-τελικό άκρο, που 
συνδέεται µε την  ΤIR περιοχή του TLR (Hultmark, 1994), ενώ στο Ν-τελικό 
άκρο περιέχεται µια περιοχή DD (death domain) η οποία επιτρέπει 
αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες που διαθέτουν περιοχή DD  (Boldin et 
al,1995). Επιπροσθέτως, η MyD88 διαθέτει µια ενδιάµεση περιοχή ID 
(intermediate domain) η οποία είναι απαραίτητη για την TLR 
σηµατοδότηση, καθώς αλληλεπιδρά µε την κινάση (ΙRAK)  που συνδέεται 
µε τον υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1 (IL-1R). 
Aφού λοιπόν στρατολογηθεί η MyD88 από τον TLR, οι ΙRAK 
πρωτεΐνες προάγουν τη µεταγωγή του σήµατος, αλληλεπιδρώντας µε τον 
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παράγοντα TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) (S.Li et al, 2002). Ο 
TRAF6 ρυθµίζει συγκεκριµένες διαδικασίες της φυσικής και της επίκτητης 
ανοσίας, που απαιτούν τη µεσολάβηση των κινασών ΙΚΚ και ΜΑΡ (όπως οι 
ERK, JNK και p38) οι οποίες ρυθµίζουν τους µεταγραφικούς παράγοντες 
Nf-κΒ και ΑΡ-1 που είναι υπεύθυνοι για την έκφραση κυτοκινών (όπως η ΙL-
12).  
Ένα διαφορετικό µονοπάτι που ενεργοποιείται από την MyD88 και 
τον TRAF6, όταν προσδένεται στον TLR7  ή στον TLR9 µονόκλωνο DNA 
(ssDNA) ή CpG-DNA από βακτήρια, είναι αυτό που περιλαµβάνει τον 
σχηµατισµό του συµπλόκου του παράγοντα IRF7 (interferon regulatory 
factor 7). Το µονοπάτι αυτό καταλήγει στην ενεργοποίηση της µεταγραφής 
των ιντερφερονών (IFN) τύπου Ι (Kawai et al,2004). 
 
 
Υποδοχείς TLR  
 
Έχουν ταυτοποιηθεί 11 TLR s στα θηλαστικά έως σήµερα (Zhang et 
al, 2004). Πρόκειται για ενσωµατωµένες στη µεµβράνη γλυκοπρωτεΐνες, 
τύπου Ι, µε µοριακό βάρος 90-115 kD. Κάποιοι από αυτούς τους υποδοχείς 
βρίσκονται στην επιφάνεια των κυττάρων (π. χ. TLR1, TLR2, TLR4) ενώ 
κάποιοι άλλοι όπως π.χ. ο TLR9 παραµένουν σε ενδοκυτταρικά 
διαµερίσµατα (Εικόνα 3). Ως αποτέλεσµα, η εξωµεµβρανική τους περιοχή 
(ectodomain, ECD) που αναγνωρίζει τα παθογόνα βρίσκεται είτε προς το 
εξωτερικό του κυττάρου, είτε προς το εσωτερικό του ενδοκυτταρικού 
διαµερίσµατος στο οποίο εντοπίζονται.  
  Oι υποδοχείς TLR είναι πρωτεΐνες συντηρηµένες εξελικτικά και 
διαθέτουν µια επίσης συντηρηµένη, ενδοκυτταρική περιοχή ΤΙR η οποία 
εµπλέκεται σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών και στην ενεργοποίηση 
σηµατοδοτικών µονοπατιών, όπως αναλύθηκε παραπάνω. Η 
εξωµεµβρανική τους περιοχή (ECD) περιέχει επαναλήψεις πλούσιες σε 
λευκίνη (Leucine-rich repeats, LRRs) που σχετίζονται µε την 
αναγνώριση του προσδέτη και παρουσιάζουν διαφοροποιήσεις µεταξύ των  
TLRs.Οι διαφοροποιήσεις αυτές αποτελούν τη βάση της ικανότητας τους να 
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αναγνωρίζουν και να προσδένουν µια ευρεία ποικιλία παθογόνων ουσιών 
µέσω των διάφορων PAMPs που αυτές διαθέτουν.  
Το σηµαντικότερο γνωστό χαρακτηριστικό των  περιοχών ECD των 
TLRs είναι ότι περιέχουν 19-25 συνεχόµενα αντίγραφα ενός µοτίβου LRR. 
Έχει προταθεί ότι το βασικό πλαίσιο των ECD των  TLRs αποτελείται από 
µια σωληνοειδή δοµή σε σχήµα πέταλου  (Εικόνα 2), που περιέχει ένα 
εκτεταµένο β-πτυχωτό φύλλο στην κοίλη επιφάνειά του και αρκετές 
παρεµβαλλόµενες στις LRRs αλληλουχίες, που αποτελούν θέσεις πρόσδεσης 
PAMPs.(Bell et al, 2003). 
Οι αλληλουχίες αυτές µαζί µε το β-πτυχωτό φύλλο παρέχουν µια ευρεία 
επιφάνεια πρόσδεσης, που είναι 10 φορές µεγαλύτερη σε µέγεθος από αυτή 
των αντισωµάτων. Οι παρεµβαλλόµενες  αυτές αλληλουχίες που διακόπτουν 
τα συνεχή αντίγραφα των LRRs διαδραµατίζουν καθοριστικό ρόλο στην 




Εικ.2: Η γενική δοµή του TLR. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Εικ. 3: Υποκυτταρικός εντοπισµός των υποδοχέων  TLR και σηµατοδοτικά 
µονοπάτια στα οποία συµµετέχουν.  ∆ιακρίνονται µεταξύ άλλων: πρωτεΐνες-
προσαρµογείς όπως η ΜyD88, κινάσες ΙRAK, και οι µεταγραφικοί παράγοντες NF-
kB και IRF7 οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για την παραγωγή φλεγµωνωδών κυτοκινών 
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TLR9, MyD88 και Brucella  
 
Σχετικά µε τους ΤLRs και την Brucella : 
• Ο ΤLR2 αναγνωρίζει τις λιποπρωτεΐνες L-Omp16 και L-Omp19 της 
Brucella, εκτός του κυττάρου, και µέσω MyD88 οδηγεί σε έκκριση TNF-
α, IL-6, IL-10, και IL-12 από τα µακροφάγα. 
• Ο ΤLR4 αναγνωρίζει ως προσδέτη το µη συµβατικό LPS 
(λιποπολυσακχαρίτη) και το ένζυµο BLS (Brucella lumazine synthase) 
της  Brucella, εξωκυτταρικά, ενεργοποιώντας τελικά την ωρίµανση των 
δενδριτικών κυττάρων . 
• ο ΤLR9, ενδοκυτταρικά, αναγνωρίζει ως προσδέτη το DNA της 




                Εικ.4: Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια του TLR9. Με πράσινο 
                χρώµα, συνδεδεµένη µε τον TLR9, διακρίνεται η  MyD88. 
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Από τους  παραπάνω ΤLRs εκείνος που διαδραµατίζει τον 
σηµαντικότερο ρόλο κατά τη διάρκεια της λοίµωξης είναι ο ΤLR9. Ο ΤLR9 
– όπως και οι συγγενικοί του TLR3, TLR7 και TLR8- βρίσκεται στο 
ενδόσωµα µε την  TIR πρωτεϊνική περιοχή του εκτεθειµένη προς την 
πλευρά του κυτταροπλάσµατος και απαιτεί την ενδοκυττάρωση του 
προσδέτη, για την ενεργοποίηση ενδοκυτταρικών σηµατοδοτικών 
µονοπατιών που περιλαµβάνουν ρυθµιστικούς (µεταγραφικούς) 
παράγοντες ιντερφερονών (IRFs) και την παραγωγή ΙFN τύπου α/β, 
προκειµένου να προκαλέσει την ενεργοποίηση του κυττάρου (Wagner, 
2004),(Εικ.4).  
 Έχει δειχθεί ότι το DNA της  Brucella (προσδέτης του ΤLR9) µαζί µε HKBa 
(Heat-killed Brucella abortus), δηλαδή βακτήρια νεκρά µετά από 
θέρµανση, κατευθύνουν την ανοσοαπόκριση τύπου TΗ1 µε τρόπο ΤLR9-
εξαρτώµενο. Τα βοηθητικά Τ λεµφοκύτταρα ΤΗ1 παράγουν IFN-γ, IL-2, IL-
12,  και TNF-β µε σκοπό να  προάγουν την καταπολέµηση της λοίµωξης.  
Επιπροσθέτως, σε knock out ποντίκια για τον ΤLR9 παρατηρήθηκε 
µειωµένη παραγωγή IL-12 από τα µακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα, 
εύρηµα που συνάδει µε τα παραπάνω πειραµατικά δεδοµένα. 
  Όσον αφορά στην πρωτεΐνη  MyD88, τα πειραµατικά δεδοµένα 
υποδεικνύουν επίσης έναν ρόλο-κλειδί στην αντιµετώπιση της λοίµωξης. Σε  
knock out ποντίκια για την MyD88 παρατηρήθηκε µειωµένη επαγωγή της 
IL-12 και του TNF-α σε µακροφάγα και δενδριτικά κύτταρα µετά από 
διέγερση µε HKBa, όπως επίσης και ελαττωµατική ωρίµανση των 
δενδριτικών κυττάρων. Επίσης, µακροφάγα από knock out ποντίκια για την 
MyD88 που εκτέθηκαν σε Brucella παρουσίασαν µειωµένα επίπεδα των 
φλεγµονωδών κυτοκινών RANTES (CCCL5), MCP-1 (CCL2), MIP-1 α (CCL) 
και του NO. 
     Σε σύµπνοια µε τα παραπάνω ευρήµατα, αναφέρθηκε η ανάµιξη 
της MyD88 στην ανάπτυξη των κυττάρων που παράγουν IFN-γ και iNOS. 
Πράγµατι, η MyD88-εξαρτώµενη σηµατοδότηση είναι απαραίτητη για τα Τ- 
κύτταρα που παράγουν IFN-γ, αφού αυτό επιβεβαιώθηκε µε την 
παρατήρηση έλλειψης παραγωγής  ΙFN-γ σε  knock out κύτταρα για την 
MyD88 , από λεµφαδένα ποντικού µολυσµένου µε Β. abortus. 
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   Συµπερασµατικά λοιπόν, η TΗ1  απόκριση που επάγεται κατά την 
λοίµωξη µε Β. abortus ρυθµίζεται µέσω ενός MyD88-εξαρτώµενου 
µονοπατιού. Επίσης, in vivo, τα knock out ποντίκια για την MyD88 
παρουσίασαν επιδείνωση της βρουκέλλωσης, γεγονός που καθιστά τον 
συγκεκριµένο γενότυπο υποψήφιο ως ευαίσθητο στην Brucella. Η IL-12 
φάνηκε να παίζει σηµαντικό ρόλο σε αυτή την ευαισθησία καθώς η 
θεραπεία των ποντικών µε ανασυνδυασµένη IL-12 ενισχύει τελικά την 
ανθεκτικότητα των knock out ζώων για την MyD88 κατά της Brucella. 
   Ανακεφαλαιώνοντας τα  έως τώρα δεδοµένα: η επαγωγή κυτοκινών 
από  HKBa  είναι MyD88-εξαρτώµενη και το DNA της Brucella δεσµεύεται 
από τον ΤLR9 στο φαγόσωµα, ενώ η επαγωγή της ανοσοαπόκρισης  από 
HKBa in vitro είναι µειωµένη σε knock out ποντίκια για τον ΤLR9 και 
απουσιάζει σε knock out ποντίκια για την MyD88, εκ των οποίων τα 
δεύτερα παρουσιάζουν ευαισθησία στην λοίµωξη από Brucella. 
 
∆οµή και λειτουργικές περιοχές TLR9 
 
Λόγω της ιδιαίτερης σηµασίας του ΤLR9 στην άµυνα κατά της 
Brucella αναλύονται στη συνέχεια κάποιες ιδιαιτερότητες που παρουσιάζει 
στη δοµή του. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι περιοχές ECD των TLRs  
περιέχουν 19-25 συνεχόµενα αντίγραφα ενός µοτίβου LRR καθώς και 
παρεµβαλλόµενες στις LRRs αλληλουχίες, που παίζουν καθοριστικό ρόλο 
στην αναγνώριση και την πρόσδεση των βακτηριακών PAMPs. Στον TLR9, 
καθώς και στους συγγενικούς του TLR7 και  TLR8, παρατηρούνται κάποια 
µοτίβα LRRs που διαφέρουν σηµαντικά από τις συντηρηµένες αλληλουχίες 
LRR που συναντώνται συνήθως σε TLRs.  
Πιο συγκεκριµένα, στον ποντικό, οι  LRR2, -5 , -8 και -11 περιέχουν 
µακριές παρεµβαλλόµενες αλληλουχίες στη θέση 10 µετά το κατάλοιπο Asn 
της συντηρηµένης αλληλουχίας, και στην LRR20  υπάρχει ένθεση µετά την 
θέση 15. Η LRR8 περιέχει µια ένθεση 16 καταλοίπων που περιέχει 2 µοτίβα 
CXXC τα οποία χωρίζονται από 6 αµινοξικά κατάλοιπα. 
 Ένα παρόµοιο µοτίβο έχει ταυτοποιηθεί στην περιοχή σύνδεσης του 
προσδέτη  σε µια πρωτεΐνη που χρησιµοποιεί ένα κατιόν ψευδαργύρου και 
προσδένεται  απευθείας σε µη µεθυλιωµένες αλληλουχίες CpG. Εφόσον και 
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ο TLR9  προσδένει αλληλουχίες CpG, προτάθηκε ότι η συγκεκριµένη ένθεση 
στην LRR8  εµπλέκεται άµεσα στην πρόσδεση των  PAMPs (Bell et al, 
2003). Επιπροσθέτως, το γεγονός ότι η ένθεση της LRR8  βρίσκεται αµέσως 
µετά την Asn της συντηρηµένης αλληλουχίας, τοποθετεί την ένθεση αυτή 
κοντά στο β-πτυχωτό φύλλο, και αφού οι ενθέσεις των LRR2, - 5 και  -11 
εντοπίζονται σε παρόµοιες θέσεις, τότε πιθανότατα όλες µαζί δηµιουργούν 
µια θέση πρόσδεσης για DNA. 
Η σηµασία των LRRSs και των ενθέσεων για την λειτουργικότητα 
τουTLR9, υποστηρίζεται και από τα αποτελέσµατα που προέκυψαν µετά 
από πειράµατα αφαίρεσης των παραπάνω αλληλουχιών σε ποντίκια. 
Μετά από αφαίρεση οποιασδήποτε LRR του ECD τουTLR9, είτε αυτή 
περιελάµβανε ένθεση είτε όχι, παρατηρήθηκε απώλεια λειτουργίας του 
υποδοχέα. Ακολούθησε δοκιµή µε αφαίρεση εκείνων µόνο των αµινοξέων 
που δεν συµφωνούν µε τη συντηρηµένη αλληλουχία και ακόλουθη διέγερση 
µε ολιγονουκλεοτίδια CpG, και παρατηρήθηκε απώλεια λειτουργίας του 
υποδοχέα και αδυναµία πρόσδεσης  CpG στα µεταλλάγµατα που δεν 
διέθεταν τις ενθέσεις στις LRR-2, -5 και -8. Τα µεταλλάγµατα αυτά 
παρουσίασαν επικρατή χαρακτήρα όταν εκφράστηκαν µαζί µε τα 
αντίστοιχα WT γονίδια, µε αρνητικές συνέπειες εις βάρος του WT 
φαινότυπου (Peter et al,2009). 
Εκτός από τις LRRs του ECD, φαίνεται πως άλλη µια περιοχή του 
αµινοτελικού άκρου του ΤLR9 είναι εξέχουσας σηµασίας για την διέγερση 
και τη λειτουργία του υποδοχέα. Λόγω παρουσίας αντίστοιχου τοµέα στον  
συγγενικό TLR3, ο οποίος περιλαµβάνει δυο συντηρηµένες ιστιδίνες (Η39, 
Η60) και εµπλέκεται στην πρόσδεση σκελετού ριβόζης, εξετάστηκαν θετικά 
φορτισµένες περιοχές του αµινοτελικού άκρου του ΤLR9 ως θέσεις 
πρόσδεσης DNA. Οι περιοχές αυτές του ΤLR9 είναι πιθανό να φέρουν 
θετικό φορτίο  στο ελαφρώς όξινο pΗ του ενδοσώµατος, γεγονός που τις 
καθιστά συµπληρωµατικές προς τον αρνητικά φορτισµένο σκελετό του 
DNA. 
  Τα θετικά φορτισµένα αµινοξικά κατάλοιπα Κ51 και R74 
δηµιουργούν µια περιοχή µε θετικό φορτίο, παρακείµενη της ένθεσης στην 
LRR2 και σε στενή γειτνίαση µε µια ακόµη φορτισµένη περιοχή που 
περιλαµβάνει τρεις συντηρηµένες ιστιδίνες (Η76, Η77, Η79) στα LRR-NT 
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και LRR1 του ΤLR9 . ∆οκιµές µε σηµειακές µεταλλάξεις στις παραπάνω 
θέσεις έδειξαν απώλεια λειτουργίας του υποδοχέα και αδυναµία πρόσδεσης 
σε ολιγονουκλεοτίδια CpG στα µεταλλάγµατα Κ51Μ και R74M, όπου τα 
φορτισµένα κατάλοιπα αντικαταστάθηκαν από την αφόρτιστη µεθειονίνη. 
Η αντικατάσταση των Η76, Η77, Η79 δεν είχε κάποια συνέπεια στην 
ικανότητα πρόσδεσης ή την λειτουργικότητα του ΤLR9 (Peter et al,2009). 
  Συµπερασµατικά , προκύπτει ότι τόσο οι ενθέσεις στις LRR-2, -5 , 
και- 8 όσο και η συγκεκριµένη θετικά φορτισµένη περιοχή του αµινοτελικού 
άκρου (µε τα αµινοξικά κατάλοιπα Κ51 και R74) εµπλέκονται στην 
αναγνώριση του προσδέτη και είναι απαραίτητες για την πρόσδεση CpG 
DNA στον ΤLR9 και την ενεργοποίηση του µέσω αυτών. 
  Τα δεδοµένα αυτά αντιτίθενται στα δηµοσιευµένα αποτελέσµατα 
ερευνών που αναφέρουν ότι εντός του ενδοσώµατος συντελείται αποκοπή  
του αµινοτελικού τµήµατος ECD του ΤLR9 (µέχρι και το LRR15) για την 
δηµιουργία λειτουργικού υποδοχέα, οπότε το C-τελικό τµήµα που 
προκύπτει  επαρκεί για την ενεργοποίηση του υποδοχέα (Ewald et al, 2008, 
Park et al 2008). 
Σε όλα τα µεταλλάγµατα στα οποία αφαιρέθηκαν τµήµατα του ECD 
ανιχνεύθηκε και η παρουσία του «κοµµένου» τµήµατος, οπότε η απώλεια 
λειτουργίας που παρατηρήθηκε δεν οφείλεται σε πιθανή παρεµπόδιση της 
αποκοπής του. Επίσης, δεν επηρεάστηκε ούτε η έκφραση ούτε ο διµερισµός 
των υποδοχέων από την απουσία των τµηµάτων που αφαιρέθηκαν, οπότε 
τελικά η παρουσία των εν λόγω τµηµάτων είναι προφανώς  υπεύθυνη για 
την ενεργοποίηση µέσω πρόσδεσης   αλληλουχιών CpG  στον ΤLR9 ( Peter 
et al, 2009). 
Είναι δεδοµένο ότι τµήµα του ECD του ΤLR9 αποκόπτεται σε κάποια 
χρονική στιγµή, και ότι το κοµµάτι που προκύπτει είναι σηµαντικό για την 
ενεργοποίηση του υποδοχέα αλλά είναι προφανής και η απαραίτητη 
παρουσία του ECD. Ίσως µετά την αποκοπή του το C-τελικό τµήµα 
παραµένει συνδεδεµένο µε τον υπόλοιπο  ΤLR, όπως απεδείχθη πρόσφατα 
για τον Toll στην Drosophila (Weber et al, 2005), και αυτό το σύµπλοκο να 
παρουσιάζει µεγαλύτερη συγγένεια για το CpG DNA.  
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Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
 
  H τεχνική PCR χρησιµοποιείται σήµερα σε ένα ευρύ φάσµα 
εφαρµογών που έχουν σαν βάση τον ειδικό πολλαπλασιασµό (ενίσχυση) 
µιας αλληλουχίας DNA. Η PCR είναι τόσο ευαίσθητη τεχνική που µπορεί να 
πολλαπλασιάσει µια αλληλουχία από ένα µόνο µόριο DNA. Ο 
πολλαπλασιασµός µοναδικών γονιδίων µέσα από πολύπλοκες 
γονιδιωµατικές αλληλουχίες αποτελεί πια διαδικασία ρουτίνας. Με την 
ανακάλυψη των DNA πολυµερασών που έχουν µεγάλη θερµοσταθερότητα 
και την αυτοµατοποίηση της τεχνικής PCR, εκτός των ερευνητικών 
εφαρµογών, πληθώρα άλλων διαγνωστικών εφαρµογών βασίζονται σε αυτή 
την τεχνική όπως: η αναγνώριση ιών και βακτηρίων, η ταυτοποίηση 
οικογενειακών σχέσεων αξιοποιώντας πολυµορφικές αλληλουχίες DNA, η 
αναγνώριση θυµάτων και ενόχων ακόµα και για εγκλήµατα που 




Η SSCP ανάλυση περιγράφθηκε για πρώτη φορά από τον Orita και 
τους συνεργάτες του (1989). Η γενική ιδέα της τεχνικής είναι η αποδιάταξη 
µικρών προϊόντων PCR και η ηλεκτροφόρηση τους σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης σε µη αποδιατακτικές συνθήκες. Καθώς τα προϊόντα PCR 
µετακινούνται διαµέσου του πηκτώµατος επανακτούν τη δευτεροταγή τους 
δοµή που εξαρτάται από την αλληλουχία (όπως και οι δευτεροταγείς δοµές 
του RNA). Η κινητικότητα των µονόκλωνων προϊόντων της PCR εξαρτάται 
από τη δευτεροταγή τους δοµή. Εποµένως, τα προϊόντα PCR που περιέχουν 
διαφορές στην αλληλουχία θα έχουν διαφορετική κινητικότητα.  
Το κύριο πλεονέκτηµα της ανάλυσης SSCP είναι ότι πολλά ξεχωριστά 
προϊόντα PCR µπορούν να ελεγχθούν για διαφοροποιήσεις ταυτόχρονα. Η 
ανάλυση SSCP εφαρµόζεται για να µειωθεί ο αριθµός των αλληλουχήσεων 
που απαιτούνται για τον προσδιορισµό νέων αλληλοµόρφων σε γενετικούς 
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τόπους ή για την καλύτερη εκτίµηση των αλληλοµορφικών συχνοτήτων σε 
πληθυσµούς. Υπάρχουν επίσης και άλλες εφαρµογές της ανάλυσης SSCP.  
Πρώτον, η ανάλυση SSCP µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον έλεγχο των 
PCR προϊόντων γονιδίων που πρόκειται να αλληλουχηθούν για 
φυλογενετικές αναλύσεις. Ο έλεγχος αυτός προσδιορίζει αν το γονίδιο 
περιέχει αρκετούς πολυµορφισµούς, πού εντοπίζονται οι πολυµορφισµοί 
αυτοί, ποιο είναι το επίπεδο της ενδοειδικής ποικιλότητας και αν υπάρχει 
πολυµορφισµός µεταξύ γονιδίων πολλαπλών αντιγράφων στα άτοµα. 
Επιπλέον, η µέθοδος SSCP είναι κατάλληλη για την άντληση πληροφοριών 
σχετικά µε τα επίπεδα των πολυµορφισµών σε πυρηνικούς γενετικούς 
τόπους.  
Υπάρχουν όµως και  δύο µειονεκτήµατα στη µέθοδο SSCP. Πρώτον, 
οι διάφορες στην κινητικότητα δε σχετίζονται µε τον αριθµό των διαφορών 
στην αλληλουχία. Εποµένως, η µόνη πληροφορία που µπορεί να αντληθεί 
είναι κατά πόσο τα ενισχυµένα τµήµατα είναι πανοµοιότυπα ή διαφορετικά. 
∆εύτερον, το βέλτιστο µέγεθος των ενισχυµένων τµηµάτων για την 
ανίχνευση των περισσότερων σηµειακών µεταλλάξεων είναι ιδιαίτερα 
µικρό, περίπου 200bp. 
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Πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι ο υποδοχέας ΤLR9 και η 
πρωτεΐνη MyD88 διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην άµυνα κατά της 
Βrucella abortus, που προκαλεί την βρουκέλλωση των βοοειδών. Ο ΤLR9 
προάγει την ενδοκυτταρική σηµατοδότηση µέσω της MyD88 , ενώ είναι 
γνωστό ότι τα δύο γονίδια βρίσκονται σε κοντινή απόσταση, τόσο στο 
χρωµόσωµα 3 του ανθρώπου  όσο και στο χρωµόσωµα 22 του ταύρου (Bos 
taurus). Το γεγονός ότι τα δύο γονίδια είναι στενά συνδεδεµένα 
υποδεικνύει την ύπαρξη ενός συγκεκριµένου απλότυπου που συνδέεται µε 
την εκδήλωση προδιάθεσης για την ασθένεια. 
 Σκοπός της παρούσας µελέτης είναι καταρχάς να εξακριβωθεί η 
ύπαρξη πολυµορφισµών στους δύο αυτούς γονιδιακούς τόπους στο πρόβατο 
(Ovis aries), ακολούθως να ταυτοποιηθούν οι πολυµορφισµοί αυτοί και 
τελικά να συσχετιστούν συγκεκριµένα αλληλόµορφα µε την εκδήλωση 
προδιάθεσης ή ανθεκτικότητας στην Β.abortus. Για το σκοπό αυτό, 
εφαρµόζεται αποµόνωση γεµωµικού DNA, ενίσχυση των υπό µελέτη 
γονιδιακών τµηµάτων  µε PCR,  και κατόπιν  SSCP και αλληλούχηση για την 
ανίχνευση και την ταυτοποίηση των πολυµορφισµών. 
  Μελλοντικά, αποτελέσµατα τέτοιων µελετών είναι δυνατό να 
χρησιµοποιηθούν για την περαιτέρω γενετική ταυτοποίηση πληθυσµών  
προβάτων ανάλογα µε το αν παρουσιάζουν προδιάθεση ή ανθεκτικότητα 
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Στη µελέτη χρησιµοποιήθηκαν 129 άτοµα Ovis aries από τις  φυλές: 
• Φριζάρτα (κωδικός ΑΑ, από ΑΑ1 έως ΑΑ33),   από κοπάδια της περιοχής 
της Άρτας. 
• Μπούτσικα µε κόκκινο κεφάλι κωδικός ΚΚ, από ΚΚ1 έως ΚΚ10) και 
Μπούτσικα µε λευκό κεφάλι (κωδικός ΕΜ, από ΕΜ1 έως ΕΜ48) από τα 
Τρίκαλα. 
• Προγονικά άτοµα της φυλής Μπούτσικα από την Ιταλία 
(κωδικός ΙΤ, από ΙΤ1 έως ΙΤ38) 
Για τη µελέτη του γονιδίου TLR9 χρησιµοποιήθηκε DNA από 116 άτοµα και 
για τη µελέτη του MyD88 χρησιµοποιήθηκε DNA από 102 άτοµα, εκ των 
οποίων τα 93 ήταν κοινά.  
 
2. Αποµόνωση του DNΑ 
 
Η µέθοδος αποµόνωσης που εφαρµόστηκε περιλαµβάνει αρχικά 
προσθήκη  SDS (ιονικό απορρυπαντικό), το οποίο συµβάλλει στη διάσπαση 
της πυρηνικής µεµβράνης και στην αποδιάταξη των πρωτεϊνών, 
προστατεύοντας έτσι το DNA από τις νουκλεάσες και προσθήκη 
πρωτεϊνάσης Κ για την πέψη των πρωτεϊνών. Ακολούθως, χρησιµοποιείται 
φαινόλη για την αποδιάταξη των πρωτεϊνών και τον διαχωρισµό λιπιδίων, 
πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων. Το διάλυµα φαινόλης που 
χρησιµοποιείται είναι εξισορροπηµένο σε pH>7 ώστε το DNA να 
κατανέµεται στην υπερκείµενη υδατική φάση. Η µετέπειτα προσθήκη του 
χλωροφορµίου έχει σκοπό τον καλύτερο διαχωρισµό των φάσεων λόγω 
µεγάλης πυκνότητας, ενώ συµβάλλει επίσης στη µετουσίωση των πρωτεϊνών 
και την αποµάκρυνση της διαλυµένης φαινόλης από την υδατική φάση. 
Επιπλέον, προστίθεται και ισοαµυλική αλκοόλη η οποία σταθεροποιεί το 
χλωροφόρµιο. Η κατακρήµνιση του DNA γίνεται µε ισοπροπανόλη, και 
ακολουθεί πλύση µε αιθανόλη 70%, καθώς το DNA είναι αδιάλυτο στους 
συγκεκριµένους οργανικούς διαλύτες. 
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Για κάθε αποµόνωση γενωµικού DNA χρησιµοποιήθηκε 0,5 ml 
αίµατος από τα δείγµατα, το οποίο αποθηκεύθηκε σε σωληνάκια µε EDTA, 
που είναι  αντιπηκτικό, στους -80oC. Ακολουθήθηκε το παρακάτω 
πρωτόκολλο: 
1. Ξεπαγώνουµε τα δείγµατα και σε 0,5 ml από κάθε δείγµα 
προσθέτουµε 1ml διαλύµατος 1x SSC (0,15Μ NaCl, 0,015M κιτρικό άλας του 
νατρίου, pH 7). 
2. Αναδεύουµε έντονα (vortex), φυγοκεντρούµε σε θερµοκρασία 
δωµατίου (RT) στις 13.000 rpm για 3 min. αδειάζουµε το υπερκείµενο, 
προσθέτουµε εκ νέου 1ml 1x SSC  και επαναλαµβάνουµε τη φυγοκέντρηση . 
3. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο, προσθέτουµε 500µl 0,2Μ οξικού 
νατρίου,  50 µl SDS 5% και 5µl πρωτεινάση K (20 mg/ml) και αναδεύουµε 
έντονα (vortex). 
4. Επωάζουµε τα δείγµατα για 1 ώρα στους 55 oC µε συχνή ανάδευση 
του δείγµατος. 
5. Εκχυλίζουµε µε 0,5 ml φαινόλη και 0,5ml χλωροφορµίου-
ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1).  Αναδεύουµε έντονα (vortex), φυγοκεντρούµε 
στις 13.000 rpm για 10 min στους 4οC  µεταφέρουµε την υπερκείµενη 
υδατική φάση σε νέο σωλήνα eppendorf και επαναλαµβάνουµε µε 1ml 
χλωροφορµίου-ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1). 
6. Μεταφέρουµε την υπερκείµενη υδατική φάση σε νέο σωλήνα    
eppendorf,  προσθέτουµε 1ml παγωµένη ισοπροπανόλη, αναδεύουµε έντονα 
και επωάζουµε τα δείγµατα για 20 min  στους -20 οC. 
7. Η κατακρήµνιση γίνεται µε φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 
20 min στους 4οC . 
8. Αποµακρύνουµε προσεκτικά το υπερκείµενο και ξεπλένουµε το 
ίζηµα µε παγωµένη αιθανόλη 70%. 
9. Φυγοκεντρούµε στις 13.000 rpm για 5 min στους 4οC, 
αποµακρύνουµε το υπερκείµενο, ξηραίνουµε το ίζηµα µε επώαση στους 
37οC και επαναδιαλύουµε το ίζηµα του DNA σε 100µl ddH2O. 
Αποθηκεύουµε το αποµονωµένο DNA στους 4οC για άµεση χρήση ή 
στους -20οC για µελλοντική χρήση.  
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3. Ποιοτικός και ποσοτικός έλεγχος DNA  
 
Αφού ολοκληρωθεί η διαδικασία αποµόνωσης του DNA, τα δείγµατα 
ελέγχονται ποιοτικά και ποσοτικά µε φωτοµέτρηση και µε ηλεκτροφόρηση 
σε πήκτωµα αγαρόζης 1% w/v, αντίστοιχα. 
Η ποσοτικοποίηση µε φωτοµέτρηση πραγµατοποιείται µετά από 
αραίωση 1µl δείγµατος σε 49µl ddH2O στα 260nm µε δεδοµένο ότι OD=1 
αντιστοιχεί σε 50 µg ανά ml. Ο λόγος της τιµής της απορρόφησης στα 
260nm προς την αντίστοιχη τιµή στα 280nm είναι ένας δείκτης 
καθαρότητας του DNA, ο οποίος αναµένεται να έχει τιµή περίπου 2 σε 
δείγµατα υψηλής καθαρότητας. Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 
περιγράφεται παρακάτω, ενώ µε ηλεκτροφόρηση ελέγχονται  επίσης και τα 
προϊόντα της  PCR.  
 
4. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR)  
  
Με PCR ενισχύθηκαν τα τµήµατα των γονιδίων TLR9 και MyD88 που 
αντιστοιχούν στα νουκλεοτίδια 1343-1756 και 470-738 του cDNA στις 
αλληλουχίες NM_001011555.1  και NM_001166183.1 αντίστοιχα του Ovis 
aries.  
Για την PCR, οι εκκινητές σχεδιάστηκαν βάσει των αλληλουχιών 
NM_001011555.1  και NM_001166183.1 (Πίνακας 1)  
 
Πίν.1 : Οι αλληλουχίες των εκκινητών για την PCR. 
Εκκινητής Αλληλουχία 
TLR9_F1  (Forward) 5’-TTC GTG GAC CTG TCG GAC-3’ 
TLR9_R1  (Reverse) 5’-CTG GCT GTT GTA GCT GAG-3’ 
MyD88_F2 (Forward)   5’-AGC CTG AGT ATT TTG ATGC-3’ 
MyD88_R2 (Reverse)  5’-ACC TGG AGA GAG GCT GAG-3’ 
 
 Η διαδικασία της PCR είναι η εξής: 
Ένα δείγµα DNA αναµειγνύεται µε τα τέσσερα δεοξυριβονουκλεοτίδια, τα 
δύο εναρκτήρια ολιγονουκλεοτίδια (εκκινητές, primers) και την Taq 
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πολυµεράση µε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα και µαγνήσιο. Tο δείγµα 
θερµαίνεται στους 94-95ºC για να αποδιαταχθεί το DNA και ακολούθως 
στους 50-65ºC για να υβριδοποιηθούν οι εκκινητές µε τις αλυσίδες του 
DNA. Aκολουθεί πολυµερισµός στους 72ºC –ο χρόνος εξαρτάται από το 
µήκος του προϊόντος-και τα παραπάνω βήµατα επαναλαµβάνονται πολλές 
φορές έως ότου συντεθεί αρκετό προϊόν. H αντίδραση είναι εκθετική, 
δηλαδή ένα µόριο DNA δίνει µετά από 30 επαναλήψεις της αντίδρασης 230 
(περίπου 109) µόρια DNA.  
Η θερµοκρασία και ο χρόνος που χρειάζεται για υβριδοποίηση των 
εκκινητών εξαρτάται από τη συγκέντρωσή τους στην αντίδραση, το µήκος 
και την αλληλουχία των βάσεών τους. Αυξάνοντας τη θερµοκρασία της 
υβριδοποίησης, αυξάνεται η ειδικότητα του τελικού προϊόντος καθώς έτσι 
περιορίζεται η υβριδοποίηση των εκκινητών στις περιοχές του DNA µε τη 
µέγιστη συµπληρωµατικότητα.  
Η σύσταση των διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν κατά την PCR 
περιγράφεται στον Πίνακα 2. 
 
Πιν.2: Τα συστατικά της PCR. 
           
          Συστατικά 
        
Ποσότητα 
Εκµαγείο DNA 0,5µl (100-300ng) 
dNTPs (10mM το καθένα) 1 µl 
MgCl2 (50mM) 2 µl 
10x ΝΗ4 ρυθµιστικό διάλυµα 5 µl 
Εκκινητής  Fw  50pmol/µl 1 µl 
Εκκινητής  Rv 50pmol/µl 1 µl 
Taq DNA Polymerase 5 U/µl 0,2 µl 
ddH2O 39,3 µl 
Συνολικός όγκος 50 µl 
 
Επιπλέον, προετοιµάστηκε και αρνητικός µάρτυρας αποτελούµενος 
από όλα τα παραπάνω συστατικά εκτός του DNA. Ο αρνητικός έλεγχος 
χρησιµοποιείται για να αποκλειστεί το ενδεχόµενο µόλυνσης, αφού µπορεί 
να προκύψουν ψευδώς θετικά ή αναξιόπιστα αποτελέσµατα σε µια τέτοια 
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περίπτωση. Η µόλυνση µπορεί να προέλθει από DNA σε ένα ή περισσότερα 
εκ των συστατικών, ή από απροσεξία κατά τη διαδικασία. 
Οι συνθήκες ενίσχυσης του επιθυµητού τµήµατος του γονιδίου TLR9 και του 
ΜyD88  είναι:  
Αρχική αποδιάταξη : 95ο C για 4 min 
Αποδιάταξη: 95 ο C για 40 sec 
Υβριδοποίηση εκκινητών : 59 ο C για 50 sec 
Επιµήκυνση: 72 ο C για 40 sec 
Τελική επιµήκυνση: 72 ο C για 10 min 
 
5. Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 
 
Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιείται για το 
διαχωρισµό τµηµάτων DNA διαφορετικού µεγέθους. Χρησιµοποιήθηκε για 
έλεγχο του γενωµικού DNA µετά την αποµόνωση, καθώς και για την 
ποσοτικοποίηση και τον έλεγχο της ποιότητας των προϊόντων PCR. 
Βασίζεται στην διαφορετική ταχύτητα µε την οποία µετακινούνται τα 
τµήµατα DNA διαµέσου του πηκτώµατος υπό την εφαρµογή ηλεκτρικής 
τάσης, ανάλογα µε το µέγεθός τους. Το µέγεθος των τµηµάτων εκτιµάται µε 
τη χρήση µάρτυρα τµηµάτων DNA γνωστού µεγέθους και ποσότητας 
(ladder). Η συγκέντρωση του πηκτώµατος διαφοροποιείται ανάλογα µε το 
µέγεθος των τµηµάτων DNA που πρέπει να διαχωριστούν. Τα διαλύµατα 
που χρησιµοποιούνται για την τεχνική αυτή είναι τα ακόλουθα: 
TAE 50x (500ml): Tris Base 121gr  Acetic Acid 28,5ml, EDTA 0,5M 50ml, 
ddH2O έως τα 500ml,  
Loading buffer 6x (10ml): Bromophenol blue  1% w/v 1ml, TBE 20x 0,5ml, 
Glycerol 5ml, ddH2O  έως τα 10ml 
Αρχικά παρασκευάζουµε διάλυµα ΤΑΕ 1x αραιώνοντας το πυκνό 
διάλυµα 50x. Για την προετοιµασία του πηκτώµατος διαλύουµε 0,6gr ή 
0,3gr αγαρόζης σε 30ml TAE 1x (τελική συγκέντρωση 2% και 1% αντίστοιχα 
w/v) µε θέρµανση και προσθέτουµε 3µl βρωµιούχου αιθιδίου (10mg/ml). Το 
βρωµιούχο αιθίδιο συνδέεται µε το DNA και το καθιστά ορατό υπό 
υπεριώδες φως. Το πήκτωµα τοποθετείται σε ειδικό καλούπι όπου και 
πολυµερίζεται.  
35 κύκλοι 
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Για την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων απαιτείται η προσθήκη 
loading buffer σε αυτά. Σε 5µl PCR προϊόντος (10% του συνολικού), µε 
συγκέντρωση DNA περίπου 40 ng/µl, προστίθενται 3µl loading buffer. Μαζί 
µε τα δείγµατα ηλεκτροφορείται και ένας µάρτυρας µεγέθους τµηµάτων 
DNA (ladder), όπως επίσης και o αρνητικός µάρτυρας. Η ηλεκτροφόρηση 
πραγµατοποιείται στα 100 volts και ακολουθεί παρατήρηση του 
πηκτώµατος µε λάµπα υπεριώδους φωτός. 
 
6. Ανάλυση SSCP (Single Strand Conformation 
Polymorphism) 
 
Η ανάλυση SSCP βασίζεται στο διαχωρισµό µονόκλωνων τµηµάτων 
DNA βάσει των διαφορών της κινητικότητάς τους στο πήκτωµα, µε 
διακριτική ικανότητα ενός νουκλεοτιδίου. Η ανάλυση SSCP αποτελείται από 
τρία στάδια: την αποδιάταξη των προϊόντων της PCR, την ηλεκτροφόρηση 
σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης σε µη αποδιατακτικές συνθήκες και τη 
χρώση της πηκτής για την απεικόνιση των αποτελεσµάτων.  
  
6.Α. Αποδιάταξη προϊόντων PCR  
Σκοπός της αποδιάταξης είναι η µετατροπή των δίκλωνων τµηµάτων 
DNA σε µονόκλωνα. Για την αποδιάταξη των µορίων DNA χρησιµοποιήθηκε 
αποδιατακτικό διάλυµα : 95% formamide, 0,05% Bromophenol blue, 0,05% 
Xylene Cyanol, 10mM NaOH. Ειδικότερα, σε 4-6µl PCR προϊόντος (ανάλογα 
µε την συγκέντρωσή του) συνολικής ποσότητας περίπου 160 ng , 
προστίθενται 10µl αποδιατακτικό διάλυµα και τα δείγµατα επωάζονται για 
6 min στους 96οC. Ακολούθως τα δείγµατα τοποθετούνται σε πάγο οπού 
διατηρούνται σε µονόκλωνη κατάσταση, έως ότου ηλεκτροφορηθούν στο 
πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. 
 
6.Β. Παρασκευή πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης 
Για την παρασκευή των πηκτωµάτων πολυακρυλαµίδης 
χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα διαλύµατα :  
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∆ιάλυµα ακρυλαµίδης 38,5% (200ml): Ακρυλαµίδη 75gr, Bis-acrylamide 
(Ν,Ν-µεθυλεν-δις-ακρυλαµίδιο)  2gr, ddH20 έως τα 200ml  
TBE 10x (2lt): Tris Base (τρις (υδροξυµεθύλ) αµινοµεθάνιο) 121 gr, Βορικό 
οξύ 81,5 gr, EDTA 0,5Μ 80ml , ddH2O έως τα 2lt 
 Glycerol 50% v/v: αραίωση µε H2O πυκνού διαλύµατος 




Στην µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκε πήκτωµα ακρυλαµίδης 
συγκέντρωσης 8%. Οι ποσότητες των διαλυµάτων που χρησιµοποιούνται 
για την παρασκευή πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης 8% αναγράφονται στον 
παρακάτω πίνακα. 
 
         ∆ιαλύµατα      Ποσότητα 
∆ιάλυµα ακρυλαµίδης  
38,5% 
10,6ml 
Glycerol 50% 8,3ml 
TBE 10x 4,2ml 
TEMED 66µl 
APS 20% 375µl 
           H2O    Έως τα   62,5ml 
(τελικός όγκος) 
 
Ακολουθεί ανάµιξη των συστατικών και τοποθέτηση σε καλούπι. Μετά 
τον πολυµερισµό της ακρυλαµίδης, ακολουθεί ηλεκτροφόρηση των 
αποδιατεταγµένων δειγµάτων µε χρήση ρυθµιστικού διαλύµατος ΤΒΕ 0,5x. 
Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε µε εφαρµογή τάσης 230 volts σε RT, 
για 20 ώρες.  
 
6.Γ. Χρώση των πηκτωµάτων πολυακρυλαµίδης µε νιτρικό άργυρο 
(Silver Staining) 
Για την εµφάνιση των αποτελεσµάτων της ηλεκτροφόρησης γίνεται 
χρώση των πηκτωµάτων µε νιτρικό άργυρο. Η τεχνική στηρίζεται στην 
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σύνδεση του αργύρου µε το DNA και την ακόλουθη αντίδραση µε την 
φορµαλδεΰδη, παρουσία βάσης. Ως αποτέλεσµα, οι ζωνώσεις του DNA 
εµφανίζονται µε καφέ χρώµα σε κίτρινο φόντο. 
Για τη χρώση χρησιµοποιήθηκαν τα εξής διαλύµατα : 
∆ιάλυµα 1 (400ml) : Αιθανόλη 8ml, οξικό οξύ 0,5ml, ddH2O ως τα 400ml 
∆ιάλυµα 2 (200ml): ∆ιάλυµα νιτρικού αργύρου(AgNO3) 1gr/lt 
∆ιάλυµα 3 (200ml): Υδροξείδιο του νατρίου (NaOH) 3g, βοροϋδρίδιο του 
νατρίου(NaBH4) 0,01g, φορµαλδεΰδη 1ml, ddH2O έως τα 200ml 
 
Η διαδικασία έχει ως εξής: Στο πρώτο στάδιο της χρώσης, το πήκτωµα 
εµβαπτίζεται σε 200ml του διαλύµατος 1 και αναδεύεται για 3 min. Το 
διάλυµα 1 αποµακρύνεται και η διαδικασία επαναλαµβάνεται. Ακολουθεί 
πλύση του πηκτώµατος µε απεσταγµένο νερό για 1 min. Στο δεύτερο στάδιο 
προστίθεται το διάλυµα νιτρικού αργύρου και το πήκτωµα αναδεύετται για 
20 min. Στη συνέχεια πραγµατοποιούνται 2 πλύσεις µε απεσταγµένο νερό, 
διάρκειας 1 min η κάθε µια. Στο τρίτο στάδιο προστίθεται το διάλυµα 3 και 
πραγµατοποιείται ανάδευση µέχρι την εµφάνιση ορατών ζωνών στο 
πήκτωµα.   
 
 
7. Αλληλούχηση DNA  
Για την έλεγχο ύπαρξης πολυµορφισµών στα υπό µελέτη γονίδια 
πραγµατοποιήθηκε αλληλούχηση του DNA. Τα προϊόντα PCR 
καθαρίστηκαν µε ειδικές κολώνες (Qiagen) βάσει των οδηγιών της εταιρείας 
και στάλθηκαν στην εταιρεία MACROGEN για να πραγµατοποιηθεί η 
αλληλούχηση. Η  τελική ποσότητα του προϊόντος της PCR που πρόεκυψε 
µετά τον καθαρισµό και στάλθηκε για αλληλούχηση είναι   περίπου 1µg για 
κάθε δείγµα.   Για το σκοπό αυτό στάλθηκαν δείγµατα από  άτοµα 
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1.Ενίσχυση τµηµάτων των γονιδίων TLR9 και MyD88 σε 
άτοµα Ovis aries µε PCR 
 
Στην µελέτη αυτή διερευνήθηκε η ύπαρξη πολυµορφισµών στα 
γονίδια TLR9 και MyD88 σε 129 άτοµα Ovis aries, που προέρχονται από 
τρεις διαφορετικές φυλές: Φριζάρτα, Μπούτσικα (µε λευκό και µε κόκκινο 
κεφάλι) και άτοµα προγονικά της φυλής των Μπούτσικα.  
 
TLR9 
 Για την ανάλυση χρησιµοποιήθηκε γενωµικό DNA που είχε 
αποµονωθεί από αίµα (διπλωµατική εργασία Α. Κόκκαλη, Μοριακή 
ανάλυση του γονιδίου DRB1 του MHC στο είδος Ovis aries, Τµήµα 
Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας,2008). Στη 
συνέχεια στα δείγµατα πραγµατοποιήθηκε PCR µε τους εκκινητές TLR9_F1 
και TLR9_R1. Ειδικότερα, για το TLR9, ενισχύθηκε το τµήµα που 
αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 1344-1757 bp της αλληλουχίας του cDNA του 
γονιδίου, το οποίο έχει συνολικό µήκος 3199 bp (Ovis aries, 
mRNA,NM_001011555, GenBank, www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Η 
νουκλεοτιδική αλληλουχία του προϊόντος της PCR, µεγέθους 414 bp, καθώς 
και η αντίστοιχη αµινοξική αλληλουχία που προκύπτει από την µετάφρασή 
του (αµινοξέα 418-555 της αλληλουχίας NP_ 001011555.1), παρουσιάζεται 
στην Εικ.5.  
 Όπως αναφέρθηκε και στην Εισαγωγή, η πρωτεΐνη TLR9 του 
ανθρώπου (NP_059138.1) αποτελείται από 1032 αµινοξέα και φέρει 25 
συνεχόµενες επαναλήψεις LRR ενώ µεταξύ του 14ου και 15ου LRR 
παρεµβάλλεται µία ενδιάµεση συνδετική περιοχή, που δεν εµφανίζει κάποιο 
συγκεκριµένο µοτίβο (Bell et al, 2003). Αντίστοιχα, η ορθόλογη πρωτεΐνη 
του Ovis aries (NP_001011555.1) αποτελείται από 1029 αµινοξέα και µέσω 
σύγκρισής της µε την πρωτεΐνη του ανθρώπου, µπορούν να καθοριστούν οι 
συγκεκριµένες επαναλήψεις και σε αυτήν. Βάσει των παραπάνω, το προϊόν 
της PCR αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια που κωδικοποιούν µέρος της 14ης 
επανάληψης LRR, όλη την ενδιάµεση περιοχή, τα LRR 15, 16 και 17 και 
µέρος του 18ου LRR (Εικ.5)  
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 Η επιλογή του τµήµατος αυτού στηρίχθηκε στο γεγονός ότι, όπως 
αναφέρθηκε και στην Εισαγωγή, το αµινοτελικό τµήµα της πρωτεΐνης TLR9 
αποµακρύνεται µε πρωτεόλυση, η οποία είναι απαραίτητη για την 
περαιτέρω σηµατοδότηση, από το καρβοξυτελικό τµήµα, µέσω MyD88 
(Park et al 2008, Ewald et al 2008). Το τµήµα στο οποίο εντοπίζεται η 
πιθανή θέση πρωτεόλυσης περιλαµβάνει τα αµινοξέα 378-475 της TLR9 του 
ανθρώπου, που αντιστοιχεί στα αµινοξέα 377-473 της ορθόλογης πρωτεΐνης 
µε πιθανότερο το τµήµα που αντιστοιχεί στα αµινοξέα 441-470 του 
ανθρώπου (440-469 του Ovis aries) βάσει αλγορίθµων πρόβλεψης 
δευτεροταγούς δοµής (Ewald et al 2008). Το τµήµα αυτό αποτελεί µέρος 
της συνδετικής περιοχής µεταξύ του LRR14 και LRR15 και φαίνεται να 
σχηµατίζει έναν ευέλικτο βρόχο, ο οποίος θα µπορούσε να είναι 
εκτεθειµένος προς πρωτεόλυση. Έτσι, το προϊόν PCR σχεδιάστηκε ώστε να 
περιλαµβάνει αυτό το τµήµα και να εκτείνεται προς το 3 άκρο’. Το µήκος 
του (414bp) περιορίστηκε επειδή ακολούθως θα εφαρµοζόταν ανάλυση 
SSCP η οποία, για µεγαλύτερα τµήµατα, έχει περιορισµένη διακριτική 
ικανότητα. Σε επόµενη µελέτη, θα αναλυθεί και το υπόλοιπο τµήµα µέχρι 
και το 3’ άκρο. 
Ακολούθησε έλεγχος των προϊόντων της PCR µε ηλεκτροφόρηση σε 
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 F  V  D  L  S  D  N  R  I  S  G  A  A  R  P  V  A  A  L  G  
gaggtggacagcggggtggaagtctggcggtggcccaggggcctcgctccaggcccgctg 
 E  V  D  S  G  V  E  V  W  R  W  P  R  G  L  A  P  G  P  L  
gccgccgtcagcgcaaaggacttcatgccaagctgcaacctcaacttcaccttggacctg 
 A  A  V  S  A  K  D  F  M  P  S  C  N  L  N  F  T  L  D  L  
tcacggaacaacctggtgacgatccagcaggagatgtttacccgcctctcccgcctccag 
 S  R  N  N  L  V  T  I  Q  Q  E  M  F  T  R  L  S  R  L  Q  
tgcctgcgcctgagccacaacagcatctcgcaggcggttaatggctcgcagttcgtgccg 
 C  L  R  L  S  H  N  S  I  S  Q  A  V  N  G  S  Q  F  V  P  
ctgacccgcctgcgagtgctcgacctgtcctacaacaagctggacctgtaccatgggcgc 
 L  T  R  L  R  V  L  D  L  S  Y  N  K  L  D  L  Y  H  G  R  
tcgttcacggagctgccgcagctggaggcactggacctcagctacaacagccag 
 S  F  T  E  L  P  Q  L  E  A  L  D  L  S  Y  N  S  Q 
 
Εικ.5:  Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του προϊόντος PCR του γονιδίου TLR9  βάσει 
της αλληλουχίας NM_001011555 και η αντίστοιχη αµινοξική αλληλουχία. Με 
υπογράµµιση, σηµειώνονται οι θέσεις υβριδοποίησης των εκκινητών: ο εκκινητής 
TLR9_F1 υβριδοποιήθηκε µε το τµήµα 1344-1361 bp της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας και ο εκκινητής TLR9_R1 µε το τµήµα 1740-1757 bp. Επίσης, µε 
κίτρινο και µπλε χρώµα σηµειώνονται οι επαναλήψεις LRR και µε γκρι η ενδιάµεση 













            
      Εικ.6: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR για το γονίδιο TLR9. 
       Οι κωδικοί που αναγράφονται αντιστοιχούν σε άτοµα φυλής   
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MyD88 
            Για την ανάλυση χρησιµοποιήθηκε γενωµικό DNA που είχε 
αποµονωθεί από αίµα, όπως και για το TLR9. Στη συνέχεια στα δείγµατα 
πραγµατοποιήθηκε PCR µε τους εκκινητές MyD88_F2 και MyD88_R2.  
 Η πρωτεΐνη MyD88 του ανθρώπου (NP_001166038.1) αποτελείται 
από 317 αµινοξέα και φέρει, µεταξύ άλλων, µια περιοχή DD (death domain) 
που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 48-118  και µια περιοχή TIR που 
περιλαµβάνει τα αµινοξέα 173-317. Η ορθόλογη πρωτεΐνη στο Οvis aries 
(NP_001159655.1) έχει µήκος 296 αµινοξέα και µετά από σύγκριση µε την 
πρωτεΐνη του ανθρώπου, είναι δυνατόν να καθοριστούν οι θέσεις των 
αντίστοιχων περιοχών και σε αυτήν. Πιο συγκεκριµένα η DD περιλαµβάνει 
τα αµινοξέα 35-105 και η TIR τα αµινοξέα 160-296. Όπως αναφέρθηκε και 
στην Εισαγωγή, η περιοχή TIR είναι υπεύθυνη για τις αλληλεπιδράσεις της 
MyD88 µε τα υπόλοιπα συστατικά του σηµατοδοτικού µονοπατιού που 
συντονίζει, άρα απολύτως απαραίτητη για την λειτουργία της πρωτεΐνης. 
  Βάσει των παραπάνω,  το προϊόν της PCR σχεδιάστηκε ώστε να 
περιλαµβάνει τα νουκλεοτίδια που κωδικοποιούν το µεγαλύτερο µέρος της 
περιοχής TIR,  από το αµινοξύ 158 έως και το 246 (NP_001159655.1) όπως 
φαίνεται στην Εικ.7. Βάσει της αλληλουχίας NM_001166183.1 ο εκκινητής 
MyD88_F2  υβριδοποιείται µε το τµήµα  470-488 bp  της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας και ο  εκκινητής MyD88_R2 µε το τµήµα 721-738 bp. 
 
aagcctgagtattttgatgccttcatctgctactgccccagcgatattgagtttgtccat 
 K  P  E  Y  F  D  A  F  I  C  Y  C  P  S  D  I  E  F  V  H   
gagatgatccggcagctggaacagacaaactatcggctgaaattgtgcgtgtctgaccgt 
 E  M  I  R  Q  L  E  Q  T  N  Y  R  L  K  L  C  V  S  D  R     
gacgtcctgcctggcacctgtgtctggtccatcgccagtgaactcattgagaagaggtgc 
 D  V  L  P  G  T  C  V  W  S  I  A  S  E  L  I  E  K  R  C   
cgtcggatggtggtggttgtctctgacgantacctgcaaagcaaggaatgtgacttccag 
 R  R  M  V  V  V  V  S  D  X  Y  L  Q  S  K  E  C  D  F  Q   
actaagtttgcgctcagcctctctccaggtgcccatcagaagcgactgatccccatcaag 
 T  K  F  A  L  S  L  S  P  G  A  H  Q  K  R  L  I  P  I  K   
 
Εικ.7:  Η νουκλεοτιδική αλληλουχία  του γονιδίου MyD88 που περικλείεται 
από τους εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην PCR, βάσει της 
αλληλουχίας NM_001166183.1 και η αντίστοιχη αµινοξική αλληλουχία. Με 
υπογράµµιση, σηµειώνονται οι θέσεις υβριδοποίησης των εκκινητών: ο 
εκκινητής MyD88_F2   υβριδοποιείται µε το τµήµα  470-488 bp  της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας και ο  εκκινητής MyD88_R2 µε το τµήµα 
721-738 bp. Επίσης, µε γκρι χρώµα σηµειώνεται η περιοχή TIR.  
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Όµως, επειδή δεν είναι διαθέσιµη η γενωµική αλληλουχία  για το 
γονίδιο MyD88 στο Ovis aries, παρά µόνο η αλληλουχία του  cDNA 
(NM_001166183.1), δεν ήταν δυνατόν να εξακριβωθεί εάν  εντός του 
τµήµατος που περικλείουν οι εκκινητές  παρεµβάλλεται ιντρόνιο. Είναι 
γεγονός ότι η δοµή του γονιδίου MyD88 εµφανίζεται συντηρηµένη στον 
άνθρωπο, στο ποντίκι και στον ταύρο (Bos Taurus), που είναι είδος 
συγγενικό του Ovis aries, και το γονίδιο MyD88 στον ταύρο περιλαµβάνει 5 
εξόνια που διακόπτονται από 4 ιντρόνια. Συνεπώς, συγκρίνωντας την 
γενωµική αλληλουχία του Bos Taurus (NC_007320.4) µε  την αλληλουχία 
του cDNA του Ovis aries (NM_001166183.1)  είναι δυνατόν να καθοριστούν 
οι θέσεις των εξονίων και στο Ovis aries. 
Στο τµήµα που ενισχύθηκε περιλαµβάνεται ολόκληρο το εξόνιο 3 
(199 bp), το ιντρόνιο 3 (182 bp) και το εξόνιο 4 (96 bp) του γονιδίου MyD88  
(Εικ.8), όπως υπαγορεύεται από την  αλληλουχία στο Bos Taurus 
(NC_007320.4) µε την οποία υπάρχει µεγάλη οµολογία τουλάχιστον σε 
επίπεδο εξονίων. Το προϊόν της PCR σχεδιάστηκε έτσι ώστε να 
περιλαµβάνει και το ιντρόνιο, επειδή το  µικρό µέγεθος των εξονίων δεν 
επέτρεπε την SSCP στα επιµέρους τµήµατα (199 bp +96 bp αντίστοιχα,  
εξόνια 3 και 4). Να σηµειωθεί εδώ ότι η ακριβής αλληλουχία του προϊόντος 
της PCR για το γονίδιο MyD88 στο Ovis aries (µε το αναµενόµενο 
ιντρόνιο), αποκαλύπτεται µετά την αλληλούχηση του τµήµατος αυτού. 
 
 
                Ιντρόνιο 1                     Ιντρόνιο 2          Ιντρόνιο 3          Ιντρόνιο 4  
 Εξόνιο 1                                      Εξόνιο 2              Εξόνιο 3              Εξόνιο 4                         Εξόνιο 5 
                                                                                     Fw 
 
 
                                                                                        Rv 




Εικ.8:Η δοµή του γονιδίου MyD88. Με µπλε χρώµα σηµειώνονται οι θέσεις 
υβριδοποίησης των εκκινητών MyD88_F2 και MyD88_R2. 
 
 
Ο λόγος που δεν ενισχύθηκε η αλληλουχία που αντιστοιχεί σε 
ολόκληρη την περιοχή TIR βασίζεται στην διακοπτόµενη δοµή του γονιδίου, 
που περιγράφηκε παραπάνω. Για να συµπεριληφθεί όλο τµήµα της TIR  
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(αµινοξέα 160-296), θα έπρεπε η θέση υβριδοποίησης του εκκινητή να 
µετακινηθεί προς το 3’ άκρο, στο τέλος του τελευταίου εξονίου (εξόνιο 5 
~1780bp). Συνεπώς,  λόγω της δοµής του γονιδίου,  το προϊόν της PCR θα 
περιλάµβανε τα εξόνια 3, 4 και 5 και τα παρεµβαλλόµενα ιντρόνια 3 και 4 
µε αποτέλεσµα το µήκος του να ξεπεράσει τα 2,5 kb, γεγονός που θα 
καθιστούσε αδύνατη την πραγµατοποίηση της PCR.  
Βάσει  των παραπάνω, αλλά και λόγω της επακόλουθης ανάλυσης 
SSCP, η οποία, για µεγαλύτερα τµήµατα, έχει περιορισµένη διακριτική 
ικανότητα , το µήκος του προϊόντος της PCR περιορίστηκε στα 441 bp. 
 Το συγκεκριµένο κοµµάτι επιλέχθηκε ως αντικείµενο µελέτης βάσει 
της λογικής ότι η ύπαρξη πολυµορφισµών σε αυτό  πιθανότατα επηρεάζει τη 
δοµή και ίσως την λειτουργικότητα της πρωτεϊνικής περιοχής TIR, που 
αποτελεί απαραίτητο συστατικό της δοµής της MyD88 για την λειτουργία 
της ως πρωτεΐνη-προσαρµογέας. Κατ’ επέκταση, όποια πιθανή επίπτωση 
έχουν οι πολυµορφισµοί στην πρωτεΐνη MyD88 ίσως να επιφέρει συνέπειες 
και στη σηµατοδότηση µέσω TLR, άρα πιθανότατα και στην 





Μετά την ενίσχυση των τµηµάτων των TLR9 και MyD88 µε PCR, 
εφαρµόστηκε ανάλυση SSCP σε όλα τα δείγµατα και ακολούθησε 
συγκριτική µελέτη των προτύπων (Εικ.9 και Εικ.10).  
 
TLR9 
Η µελέτη του γονιδίου TLR9 σε 116 άτοµα αποκάλυψε την ύπαρξη 9 
προτύπων (Εικ.9 και Πιν.3). Κάθε πρότυπο αντιστοιχεί σε ένα συγκεκριµένο 
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Εικ.9 Ενδεικτική εικόνα των προτύπων που προέκυψαν από την ανάλυση του 
TLR9. Παρατηρούνται διαφορετικοί τύποι ζωνώσεων, καθένας από τους οποίους 
αντιστοιχεί  σε  διαφορετικό συνδυασµό αλληλοµόρφων. 
 
 
Οι κωδικοί που αναγράφονται στην Εικ.9  αντιστοιχούν στις διαφορετικές 
φυλές από τις οποίες προήλθαν τα δείγµατα, ως εξής: 
•  κωδικός ΑΑ : Φριζάρτα (Άρτα). 
•  κωδικός ΚΚ: Μπούτσικα µε κόκκινο κεφάλι και  
    κωδικός ΕΜ: Μπούτσικα µε λευκό κεφάλι, (Τρίκαλα). 
•  κωδικός ΙΤ:   Προγονικά άτοµα της φυλής Μπούτσικα (Ιταλία) 
 
Η Εικ.9 είναι ενδεικτική για την διάκριση µεταξύ προτύπων, αφού σε 
περιπτώσεις που υπήρχε αµφιβολία για το εάν δύο δείγµατα ανήκαν όντως 
στο ίδιο πρότυπο, ακολουθούσε αποστολή και των δύο για αλληλούχηση µε 
σκοπό την επαλήθευση της οµοιότητάς τους ή την αποκάλυψη όποιας 
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Πιν.3:Οµαδοποίηση ατόµων βάσει προτύπων, όπως  προέκυψε  κατά την ανάλυση 










AA2   AA3   AA4    AA7    AA8   AA9  AA10   AA11   AA13 
AA17  AA20   AA23  AA24  AA27   AA31 
 





AA5    AA12    AA18    AA19   AA22    AA29    AA30 
 
EM8   EM10   EM11    EM14 EM16   EM22    EM23   EM26 
EM29 EM30  EM33   EM35  EM42   EM44   EM45  EM46 





AA1   AA14   AA15  AA16   AA33 
 





EM2   EM5  EM6 EM7  EM12 EM13  EM18 EM20 EM24 
EM28   EM31   EM34    EM38 EM40   EM41    EM43   
EM47 
 
KK1 KK4 KK8 KK9 
 
IT2  IT3  IT4   IT5    IT6   IT10    IT12  IT14    IT15   IT16  
IT17     IT18  IT20 IT21   IT22    IT23  IT26   IT27   IT28   










IT1    IT8     IT19 








Πρότυπο 9  
 
 
IT11   IT13 
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MyD88 
Η εφαρµογή της µεθόδου PCR-SSCP για την ανάλυση του  εξονίου 2 του 
γονιδίου MyD88 σε 102 άτοµα αποκάλυψε την ύπαρξη 3 προτύπων όπως 
φαίνονται στην Εικ.10 και στον Πιν.4.  
Το πρότυπο 1 περιέχει τα πρότυπα 2 και 3, πρόκειται δηλαδή για 
ετεροζυγωτία για τα 2 διαφορετικά  αλληλόµορφα, αντίστοιχα. 
 
Πιν.4: Οµαδοποίηση ατόµων βάσει προτύπων, όπως  προέκυψε  κατά την ανάλυση 























ΑΑ1 ΑΑ2 ΑΑ5   ΑΑ10   ΑΑ11  ΑΑ12  ΑΑ14   ΑΑ15 ΑΑ16 
ΑΑ17  ΑΑ19   ΑΑ20 
 
ΚΚ2   ΚΚ3   ΚΚ5   ΚΚ8  ΚΚ10 
 
ΕΜ7     ΕΜ9     ΕΜ10    ΕΜ11   ΕΜ12  ΕΜ13  ΕΜ14   
ΕΜ15   
ΕΜ16   ΕΜ17   ΕΜ18     ΕΜ20 ΕΜ23  ΕΜ25  EM26  
ΕΜ27   ΕΜ28   ΕΜ29  ΕΜ30    ΕΜ31  ΕΜ32  ΕΜ33  
EM34  ΕΜ37   ΕΜ38   ΕΜ39  ΕΜ40    ΕΜ41  ΕΜ42  
ΕΜ45   ΕΜ46  ΕΜ47 
 
 







ΚΚ4    ΚΚ6   ΚΚ9 
 
ΕΜ1    ΕΜ2   ΕΜ3    ΕΜ6    ΕΜ22 
 
ΙΤ8   ΙΤ29 
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       Εικ.10:Αντιπροσωπευτικά άτοµα των 3 προτύπων 
   που προέκυψαν από την ανάλυση του ΜyD88. 
 
3.Αλληλούχηση 
Μετά την αξιολόγηση των αποτελεσµάτων της ανάλυσης PCR-SSCP, 
επιλέχθηκαν προϊόντα PCR  από αντιπροσωπευτικά άτοµα για κάθε 
πρότυπο που προέκυψε, και για τα 2 γονίδια, όπως αναφέρονται στον 
Πίνακα 5.Τα προϊόντα PCR  στη συνέχεια καθαρίστηκαν και στάλθηκαν 
στην εταιρεία MACROGEN για αλληλούχηση, ώστε να ταυτοποιηθούν οι 
πολυµορφισµοί στην νουκλεοτιδική αλληλουχία των υπό µελέτη τµηµάτων.      
 
     Πιν.5:Τα  προϊόντα  PCR που στάλθηκαν για αλληλούχηση 
 
TLR9 MyD88 
Πρότυπο   1)AA10 
                   2) AA22, AA29  
                   3)  EM3 
                   4) EM12, EM18, KK8 
                   5) ΚΚ3 
                   6) ΚΚ6 
                   7) ΙΤ7 
                   8) EM25 
                   9) ΙΤ11 
Πρότυπο 1)ΚΚ1, ΙΤ11           
                 2)ΙΤ8, ΙΤ17     
                 3)ΚΚ6, ΙΤ27   
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TLR9 
Από την αλληλούχιση των δειγµάτων για το TLR9 ταυτοποιήθηκαν 7 
διαφορετικά αλληλόµορφα, η νουκλεοτιδική αλληλουχία (414bp) των 
οποίων παρουσιάζεται στην Εικ.11. 
 
TLR9_1   TTCGTGGACC TGTCGGACAA CCGCATCAGC GGAGCTGCGA GGCCGGTGGC 50 
TLR9_2   TTCGTGGACC TGTCGGACAA CCGCATCAGC GGAGCTGCGA GGCCGGTGGC  
TLR9_3   TTCGTGGACC TGTCGGACAA CCGCATCAGC GGAGCTGCGA GGCCGGTGGC  
TLR9_4   TTCGTGGACC TGTCGGACAA CCGCATCAGC GGAGCTGCGA GGCCGGTGGC  
TLR9_5   TTCGTGGACC TGTCGGACAA CCGCATCAGC GGAGCTGCGA GGCCGGTGGC  
TLR9_6   TTCGTGGACC TGTCGGACAA CCGCATCAGC GGAGCTGCGA GGCCGGTGGC  
TLR9_7   TTCGTGGACC TGTCGGACAA CCGCATCAGC GGAGCTGCGA GGCCGGTGGC 
                  
 
TLR9_1   CGCCCTCGGG GAGGTGGACA GCGGGGTGGA AGTCTGGCGG TGGCCCAGGG 100 
TLR9_2   CGCCCTCGGG GAGGTGGACA GTGGGGTGGA AGTCTGGCGG TGGCCCAGGG 
TLR9_3   CGCCCTCGGG GAGGTGGACA GCGGGGTGGA AGTCTGGCAG TGGCCCAGGG 
TLR9_4   CGCCCTCGGG GAGGTGGACA GTGGGGTGGA AGTCTGGCGG TGGCCCAGGG                   
TLR9_5   CGCCCTCGGG GAGGTGGACA GCGGGGTGGA AGTCTGGCGG TGGCCCAGGG  
TLR9_6   CGCCCTCGGG GAGGTGGACA GCGGGGTGGA AGTCTGGCAG TGGCCCAGGG 
TLR9_7   CGCCCTCGGG GAGGTGGACA GCGGGGTGGA AGTCTGGCGG TGGCCCAGGG 
 
TLR9_1   GCCTCGCTCC AGGCCCGCTG GCCGCCGTCA GCGCAAAGGA CTTCATGCCA 150 
TLR9_2   GCCTCGCTCC AGGCCCGCTG GCCGCCGTCA GCGCAAAGGA CTTCATGCCA 
TLR9_3   GCCTCGCTCC AGGCCCGCTG GCCGCCGTCA GCTCAAAGGA CTTCATGCCA 
TLR9_4   GCCTCGCTCC AGGCCCGCTG GCCGCCGTCA GCGCAAAGGA CTTCATGCCA 
TLR9_5   GCCTCGCTCC AGGCCCGCTG GCCGCCGTCA GCGCAAAGGA CTTCATGCCA 
TLR9_6   GCCTCGCTCC AGGCCCGCTG GCCGCCGTCA GCTCAAAGGA CTTCATGCCA 
TLR9_7   GCCTCGCTCC AGGCCCGCTG GCCGCCGTCA GCTCAAAGGA CTTCATGCCA 
 
      
TLR9_1   AGCTGCAACC TCAACTTCAC CTTGGACCTG TCACGGAACA ACCTGGTGAC 200 
TLR9_2   AGCTGCAACC TCAACTTCAC CTTGGACCTG TCACGGAACA ACCTGGTGAC 
TLR9_3   AGCTGCAACC TCAACTTCAC CTTGGACCTG TCACGGAACA ACCTGGTGAC  
TLR9_4   AGCTGCAACC TCAACTTCAC CTTGGACCTG TCACGGAACA ACCTGGTGAC   
TLR9_5   AGCTGCAACC TCAACTTCAC CTTGGACCTG TCACGGAACA ACCTGGTGAC 
TLR9_6   AGCTGCAACC TCAACTTCAC CTTGGACCTG TCACGGAACA ACCTGGTGAC 
TLR9_7     AGCTGCAACC TCAACTTCAC CTTGGACCTG TCACGGAACA ACCTGGTGAC 
 
  
TLR9_1   GATCCAGCAG GAGATGTTTA CCCGCCTCTC CCGCCTCCAG TGCCTGCGCC 250 
TLR9_2   GATCCAGCAG GAGATGTTTA CCCGCCTCTC CCGCCTCCAG TGCCTGCGCC 
TLR9_3   GATCCAGCAG GAGATGTTTA CCCGCCTCTC CCGCCTCCAG TGCCTGCGCC 
TLR9_4   GATCCAGCAG GAGATGTTTA CCCGCCTCTC CCGCCTCCAG TGCCTGCGCC  
TLR9_5   GATCCAGCAG GAGATGTTTA CCCGCCTCTC CCGCCTCCAG TGCCTGCGCC  
TLR9_6   GATCCAGCAG GAGATGTTTA CCCGCCTCTC CCGCCTCCAG TGCCTGCGCC 
TLR9_7   GATCCAGCAG  GAGATGTTTA  CCCGCCTCTC  CCGCCTCCAG TGCCTGCGCC 
 
TLR9_1   TGAGCCACAA CAGCATCTCG CAGGCGGTTA ATGGCTCGCA GTTCGTGCCG 300 
TLR9_2   TGAGCCACAA CAGCATCTCG CAGGCGGTTA ATGGCTCGCA GTTCGTGCCG 
TLR9_3   TGAGCCACAA CAGCATCTCG CAGGCGGTTA ATGGCTCGCA GTTCGTGCCG 
TLR9_4   TGAGCCACAA CAGCATCTCG CAGGCGGTTA ATGGCTCGCA GTTCGTGCCG 
TLR9_5   TGAGCCACAA CAGCATCTCG CAGGCGGTTA ATGGCTCGCA GTTCGTGCCG 
TLR9_6   TGAGCCACAA CAGCATCTCG CAGGCGGTTA ATGGCTCGCA GTTCGTGCCG 
TLR9_7   TGAGCCACAA CAGCATCTCG CAGGCGGTTA ATGGCTCGCA GTTCGTGCCG 
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TLR9_1   CTGACCCGCC TGCGAGTGCT CGACCTGTCC TACAACAAGC TGGACCTGTA 350 
TLR9_2   CTGACCCGCC TGCGAGTGCT CGACCTGTCC TACAACAAGC TGGACCTGTA 
TLR9_3   CTGACCGGCC TGCGAGTGCT TGACCTGTCC TACAACAAGC TGGACCTGTA 
TLR9_4   CTGACCGGCC TGCGAGTGCT CGACCTGTCC TACAACAAGC TGGACCTGTA 
TLR9_5   CTGACCGGCC TGCGAGTGCT TGACCTGTCC TACAACAAGC TGGACCTGTA 
TLR9_6   CTGACCCGCC TGCGAGTGCT CGACCTGTCC TACAACAAGC TGGACCTGTA   
TLR9_7   CTGACCGGCC TGCGAGTGCT TGACCTGTCC TACAACAAGC TGGACCTGTA 
 
 
TLR9_1   CCATGGGCGC TCGTTCACGG AGCTGCCGCA GCTGGAGGCA CTGGACCTCA 400 
TLR9_2   CCATGGGCGC TCGTTCACGG AGCTGCCGCA GCTGGAGGCA CTGGACCTCA 
TLR9_3   CCATGGGCGC TCGTTCACGG AGCTGCCGCA GCTGGAGGCA CTGGACCTCA 
TLR9_4   CCATGGGCGC TCGTTCACGG AGCTGCCGCA GCTGGAGGCA CTGGACCTCA 
TLR9_5   CCATGGGCGC TCGTTCACGG AGCTGCCGCA GCTGGAGGCA CTGGACCTCA 
TLR9_6   CCATGGGCGC TCGTTCACGG AGCTGCCGCA GCTGGAGGCA CTGGACCTCA  
TLR9_7   CCATGGGCGC TCGTTCACGG AGCTGCCGCA GCTGGAGGCA CTGGACCTCA 
 
 
TLR9_1   GCTACAACAG CCAG 414 
TLR9_2   GCTACAACAG CCAG  
TLR9_3   GCTACAACAG CCAG 
TLR9_4   GCTACAACAG CCAG 
TLR9_5   GCTACAACAG CCAG 
TLR9_6   GCTACAACAG CCAG 
TLR9_7   GCTACAACAG CCAG 
 
Εικ.11:Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των αλληλοµόρφων του TLR9. Με γκρι 
επισηµαίνονται οι αλλαγές νουκλεοτιδίου. 
 
Οι πολυµορφισµοί αφορούν αποκλειστικά νουκλεοτιδικές 
αντικαταστάσεις (SNPs) σε 5 σηµεία της αλληλουχίας: στα νουκλεοτίδια 72, 
89, 133, 307, και 321 (σύµφωνα µε την αρίθµηση της παρούσας εργασίας, 
Εικ.11 ).  
Τρεις από αυτές τις νουκλεοτιδικές αλλαγές έχουν ως αποτέλεσµα 
αλλαγή στην αµινοξική ακολουθία της πολυπεπτιδικής αλυσίδας που 
προκύπτει από τη µετάφραση του γονιδίου, όπως αυτή παρουσιάζεται στην 
Εικ.12. 
 
TLR9_1   FVDLSDNRISGAARPVAALGEVDSGVEVWRWPRGLAPGPLAAVSAKDFMPSCNLN 55 
TLR9_2   FVDLSDNRISGAARPVAALGEVDSGVEVWRWPRGLAPGPLAAVSAKDFMPSCNLN 
TLR9_3   FVDLSDNRISGAARPVAALGEVDSGVEVWQWPRGLAPGPLAAVSSKDFMPSCNLN  
TLR9_4   FVDLSDNRISGAARPVAALGEVDSGVEVWRWPRGLAPGPLAAVSAKDFMPSCNLN 
TLR9_5   FVDLSDNRISGAARPVAALGEVDSGVEVWRWPRGLAPGPLAAVSAKDFMPSCNLN  
TLR9_6   FVDLSDNRISGAARPVAALGEVDSGVEVWQWPRGLAPGPLAAVSSKDFMPSCNLN 
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TLR9_1   FTLDLSRNNLVTIQQEMFTRLSRLQCLRLSHNSISQAVNGSQFVPLTRLRVLDLS 110   
TLR9_2   FTLDLSRNNLVTIQQEMFTRLSRLQCLRLSHNSISQAVNGSQFVPLTRLRVLDLS  
TLR9_3   FTLDLSRNNLVTIQQEMFTRLSRLQCLRLSHNSISQAVNGSQFVPLTGLRVLDLS    
TLR9_4   FTLDLSRNNLVTIQQEMFTRLSRLQCLRLSHNSISQAVNGSQFVPLTGLRVLDLS     
TLR9_5   FTLDLSRNNLVTIQQEMFTRLSRLQCLRLSHNSISQAVNGSQFVPLTGLRVLDLS  
TLR9_6   FTLDLSRNNLVTIQQEMFTRLSRLQCLRLSHNSISQAVNGSQFVPLTRLRVLDLS 
TLR9_7   FTLDLSRNNLVTIQQEMFTRLSRLQCLRLSHNSISQAVNGSQFVPLTGLRVLDLS 
 
TLR9_1   YNKLDLYHGRSFTELPQLEALDLSYNSQ 138  
TLR9_2   YNKLDLYHGRSFTELPQLEALDLSYNSQ  
TLR9_3   YNKLDLYHGRSFTELPQLEALDLSYNSQ   
TLR9_4   YNKLDLYHGRSFTELPQLEALDLSYNSQ   
TLR9_5   YNKLDLYHGRSFTELPQLEALDLSYNSQ   
TLR9_6   YNKLDLYHGRSFTELPQLEALDLSYNSQ 
TLR9_7   YNKLDLYHGRSFTELPQLEALDLSYNSQ 
 
Εικ.12: Η αµινοξική αλληλουχία των διαφορετικών αλληλοµόρφων του TLR9. Με 
κόκκινο επισηµαίνονται οι αλλαγές αµινοξέων. 
 
Πιο συγκεκριµένα, στη θέση 89 στα αλληλόµορφα TLR9_3 και 6 
υπάρχει µια αδενίνη (Α) ενώ στα υπόλοιπα πέντε µια γουανίνη (G), οπότε 
και η γλουταµίνη, Q, (CAG) που υπάρχει στη θέση 30 της πολυπεπτιδικής 
αλυσίδας αντικαθίσταται από αργινίνη, R, (CGG). 
Στη θέση 133 στα TLR9_3, 6 και 7 υπάρχει µια θυµίνη (T) ενώ στα 
υπόλοιπα τέσσερα αλληλόµορφα µια γουανίνη (G), που έχει ως αποτέλεσµα 
στο προϊόν της µετάφρασης των  TLR9_3, 6 και 7 να υπάρχει το αµινοξύ 
σερίνη στη θέση 45, S (TCA), αντί της αλανίνης , A (GCA).  
Στα αλληλόµορφα TLR9_2, 1 και 6 η θέση 307 της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας καταλαµβάνεται από κυτοσίνη (C) ενώ στα TLR9_5, 3, 4 και 7 
υπάρχει µια γουανίνη (G). Συνεπώς, στην αµινοξική αλληλουχία των 
TLR9_2, 1 και 6  στην θέση 104 βρίσκεται το αµινοξύ αργινίνη, R (CGC) ενώ 
στα υπόλοιπα τέσσερα αλληλόµορφα υπάρχει γλυκίνη, G (GGC). 
Οι πολυµορφισµοί που βρίσκονται στις θέσεις 72 και 321 της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας έχουν ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία 
συνώνυµων κωδικονίων στο mRNA  και για αυτόν το λόγο δεν οδηγούν σε 
αλλαγές στην αµινοξική ακολουθία  στα προϊόντα των διαφορετικών 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:55:24 EET - 137.108.70.7
 45 
αλληλοµόρφων.  Οµοίως, στα αλληλόµορφα TLR9_2 και 4 στη θέση 72 
υπάρχει µια θυµίνη (Τ) ενώ στα υπόλοιπα αλληλόµορφα υπάρχει µια 
κυτοσίνη (C). Και οι δύο τριπλέτες που προκύπτουν δίνουν το αµινοξύ 
σερίνη, S (AGT, AGC) στη θέση 108 της αµινοξικής αλληλουχίας. 
Παροµοίως, στη θέση 321 της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας στα TLR9_5 και 
TLR9_ 3 συναντάται θυµίνη (Τ) και κυτοσίνη (C) στα TLR9_2, 1 και 4. Και 
στις δύο περιπτώσεις (CTT, CTC) το αµινοξύ που προκύπτει είναι η λευκίνη, 
L στη θέση 24 στην αντίστοιχη  αµινοξική ακολουθία. 
 Τα επτά (7) αλληλόµορφα που προέκυψαν για το TLR9 αντιστοιχούν 
στα εννέα (9) διαφορετικά πρότυπα που παρατηρήθηκαν κατά την ανάλυση 
SSCP  (Πιν.3) , όπως παρουσιάζεται στον Πιν.6. 
 Το  τµήµα της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που µελετήθηκε περιλαµβάνει 
τις βάσεις 1344 - 1757 bp (ΑΥ859727, NCBI GenBank) που σε παλαιότερη 
µελέτη είχαν συµπεριληφθεί σε τµήµα που διερευνήθηκε για την παρουσία 
πολυµορφισµών (Zhou, 2008). Εντός του τµήµατος αυτού έχουν βρεθεί 
SNPs στα νουκλεοτίδια 1384 και 1452 και τα 3 διαφορετικά αλληλόµορφα 
που βρέθηκαν έχουν κατατεθεί στην GenBank µε κωδικούς EF656458, 
EF656459 και EF656460. Η µία από αυτές τις αλληλουχίες, µε  κωδικό 
EF656458.1, αντιστοιχεί στo αλληλόµορφο TLR9_2  που προέκυψε από την 
ανάλυσή µας.  
 To αλληλόµορφο TLR9_1 που προέκυψε από την ανάλυσή µας  είναι 
όµοιο µε αλληλουχία που είναι ήδη κατατεθειµένη στην GenBank, µε 
κωδικό GU451250.1 (Mikula et al, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
Τα αλληλόµορφα TLR9_3, TLR9_4, TLR9_5, TLR9_6, και TLR9_7  
αποτελούν νέες αλληλουχίες που δεν έχουν καταχωρηθεί σε κάποια βάση 
δεδοµένων και εµφανίζουν SNPs στις θέσεις 72, 89, 133, 307, και 321 της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (σύµφωνα µε την αρίθµηση της παρούσας 
εργασίας), όπως και τα TLR9_1  και TLR9_2. 
Βάσει των στοιχείων που παρουσιάστηκαν  στους Πιν.3 και Πιν.6 , 
σχετικά µε την κατανοµή των ατόµων στα πρότυπα που παρατηρήθηκαν, 
και την αντιστοιχία των προτύπων µε τα αλληλόµορφα που προέκυψαν από 
την αλληλούχηση, υπολογίστηκαν οι συχνότητες των επτά (7)  
αλληλοµόρφων του TLR9 (Πιν.7) 
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Πιν.7: Συχνότητες αλληλοµόρφων για το TLR9. 
 
 
   Η συχνότητα των αλληλοµόρφων TLR9_1  και  TLR9_5 είναι η 
υψηλότερη, ενώ γενικά  η κατανοµή των διάφορων αλληλοµόρφων διαφέρει 
σηµαντικά ανάλογα µε τη φυλή.  
• Στα άτοµα της φυλής Φριζάρτα η συχνότητα του TLR9_1  είναι η 
υψηλότερη, και ακολουθούν τα  TLR9_2  και TLR9_3, ενώ τα υπόλοιπα 
τεσσερα αλληλόµορφα απουσιάζουν εντελώς. 
• Στην φυλή των Μπούτσικα οι συχνότητες των αλληλοµόρφων 
προσεγγίζουν σε µεγάλο βαθµό εκείνες τους συνόλου, µε τη διαφορά ότι 
απουσιάζει το TLR9_7 από τα άτοµα της φυλής αυτής. 
• Στα  άτοµα που είναι προγονικά των Μπούτσικα η συχνότητα των 
αλληλοµόρφων TLR9_1  και  TLR9_5 είναι η υψηλότερη, ακολουθούν τα 
TLR9_4, TLR9_6 και TLR9_7  και παρατηρείται απουσία των 
αλληλοµόρφων TLR9_2 και TLR9_3. 
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  Είναι πιθανόν η παρουσία συγκεκριµένων αλληλοµόρφων να εξαρτάται 
από την φυλή, γεγονός το οποίο θα πρέπει να ελεγχθεί µε την ανάλυση 
µεγαλύτερου αριθµού ατόµων από κάθε φυλή.  
 
MyD88 
 Η αλληλούχηση των προϊόντων της PCR για το MyD88 αποκάλυψε 
και την ακριβή αλληλουχία του, που συµπεριλαµβάνει και το ιντρόνι0 3, 
όπως αναφέρθηκε και παραπάνω. Στην Εικ.14 φαίνεται η νουκλεοτιδική 
αλληλουχία του ιντρονίου η οποία ξεκινάει µε GT και καταλήγει σε AG, 
ακολουθώντας τον κανόνα GT-AG που βρίσκει εφαρµογή στα περισσσότερα 
ιντρόνια στα θηλαστικά  (95% των ιντρονίων του ανθρώπου) και βοηθά 
στον εντοπισµό τους. 
Από την αλληλούχηση των δειγµάτων για το MyD88 ταυτοποιήθηκαν  
2 διαφορετικά αλληλόµορφα, η  νουκλεοτιδική αλληλουχία των οποίων 
παρουσιάζεται στην Εικ.13. 
 Συγκεκριµένα,  παρατηρείται πολυµορφισµός ενός νουκλεοτιδίου 
στην θέση 102 της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, µε το αλληλόµορφο 
MYD88_1 να έχει αδενίνη (Α) ενώ το  MYD88_2  γουανίνη (G). Όµως το 
νουκλεοτίδιο αυτό αποτελεί µέρος της τριπλέττας ΑΑΑ και ΑΑG αντίστοιχα, 
η οποία κωδικοποιεί το αµινοξύ λυσίνη, Κ. Η αλλαγή λοιπόν σε αυτό το 
νουκλεοτίδιο έχει ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία συνώνυµων κωδικονίων 
στο mRNA  και για αυτόν το λόγο δεν οδηγεί σε αλλαγές στην αµινοξική 
αλληλουχία  στα προϊόντα των διαφορετικών αλληλοµόρφων  του MyD88.  
              Το γεγονός  αυτό ίσως είναι ενδεικτικό της σηµασίας της 
συγκεκριµένης περιοχής για την δηµιουργία  λειτουργικής πρωτεΐνης 
MyD88, καθώς ακόµα και σε άτοµα µε διαφορετικά αλληλόµορφα η δοµή 
του πολυπεπτιδίου στο σηµείο αυτό παραµένει ακριβώς ίδια. 
             Όπως αναλύθηκε και παραπάνω, το τµήµα αυτό της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας αντιστοιχεί στην περιοχή TIR της πρωτεΐνης η οποία θεωρείται 
απαραίτητη για τη λειτουργία της ίδιας αλλά και του  σηµατοδοτικού 
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MYD88_1 TAGCCTGAGT ATTTTGATGC CTTCATCTGC TACTGCCCCA GCGATATTGA 50 
MYD88_2 TAGCCTGAGT ATTTTGATGC CTTCATCTGC TACTGCCCCA GCGATATTGA  
 
MYD88_1 GTTTGTCCAT GAGATGATCC GGCAGCTGGA ACAGACAAAC TATCGGCTGA 100 
MYD88_2 GTTTGTCCAC GAGATGATCC GGCAGCTGGA ACAGACAAAC TATCGGCTGA 
 
MYD88_1 AATTGTGCGT GTCTGACCGT GACGTCCTGC CTGGCACCTG TGTCTGGTCC 150  
MYD88_2 AGTTGTGCGT GTCTGACCGT GACGTCCTGC CTGGCACCTG TGTCTGGTCC 
 
MYD88_1 ATCGCCAGTG AACTCATTGA GAAGAGGTTG GCTATGTGGC CACAGGGCAA 200 
MYD88_2 ATCGCCAGTG AACTCATTGA GAAGAGGTTG GCTATGTGGC CACAGGGCAA 
 
MYD88_1 GTGGGTGGGT GTGCAAAGCC CTGCCAGGGA TCCCCATGCT GGGGCCCTCC 250 
MYD88_2 GTGGGTGGGT GTGCAAAGCC CTGCCAGGGA TCCCCATGCT GGGGCCCTCC 
 
MYD88_1 CAGTCAGCCC CTGTCTAGCC TGGCATACTG GGATCCTCCC AAGGCTGTCC 300 
MYD88_2 CAGTCAGCCC CTGTCTAGCC TGGCATACTG GGATCCTCCC AAGGCTGTCC 
 
MYD88_1 CCTGGTGAGT CACCACAGTG CCTGTAGCCT GCCCACTCTC CCCTAGGTGC 350 
MYD88_2 CCTGGTGAGT CACCACAGTG CCTGTAGCCT GCCCACTCTC CCCTAGGTGC  
 
MYD88_1 CGTCGGATGG TGGTGGTTGT CTCTGACGAA TACCTGCAAA GCAAGGAATG 400 
MYD88_2 CGTCGGATGG TGGTGGTTGT CTCTGACGAA TACCTGCAAA GCAAGGAATG 
 
MYD88_1 TGACTTCCAG ACTAAGTTTG CGCTCAGCCT CTCTCCAGGT A 441 
MYD88_2 TGACTTCCAG ACTAAGTTTG CGCTCAGCCT CTCTCCAGGT A 
 
 
Εικ.13: Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των αλληλοµόρφων του MyD88. Με γκρι 





TAGCCTGAGT ATTTTGATGC CTTCATCTGC TACTGCCCCA GCGATATTGA 50 
 
GTTTGTCCAT GAGATGATCC GGCAGCTGGA ACAGACAAAC TATCGGCTGA 100 
 
AATTGTGCGT GTCTGACCGT GACGTCCTGC CTGGCACCTG TGTCTGGTCC 150 
 
ATCGCCAGTG AACTCATTGA GAAGAGGTTG GCTATGTGGC CACAGGGCAA 200 
 
GTGGGTGGGT GTGCAAAGCC CTGCCAGGGA TCCCCATGCT GGGGCCCTCC 250 
 
CAGTCAGCCC CTGTCTAGCC TGGCATACTG GGATCCTCCC AAGGCTGTCC 300 
 
CCTGGTGAGT CACCACAGTG CCTGTAGCCT GCCCACTCTC CCCTAGGTGC 350 
 
CGTCGGATGG TGGTGGTTGT CTCTGACGAA TACCTGCAAA GCAAGGAATG 400 
   
TGACTTCCAG ACTAAGTTTG CGCTCAGCCT CTCTCCAGGT A 441 
 
Εικ.14: Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του προϊόντος PCR του γονιδίου MyD88 
βάσει των αποτελεσµάτων της αλληλούχησης. Με υπογράµµιση, σηµειώνονται οι 
θέσεις υβριδοποίησης των εκκινητών, µε γκρι επισηµαίνονται τα εξόνια, µε έντονα 
γραµµατα τα άκρα του ιντρονίου (GT-AG) και η αλλαγή νουκλεοτιδίου (Α) .  
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Συχνότητες αλληλοµόρφων   
   
 Τα αλληλόµορφο MyD88_1  αντιστοιχεί στο Πρότυπο 3 και το 
αλληλόµορφο MyD88_2 στο Πρότυπο 2, ενώ στο Πρότυπο 1 εµφανίζεται 
ετεροζυγωτία που περιλαµβάνει και τα δυο αυτά αλληλόµορφα. Βάσει των 
στοιχείων του Πίνακα 2 σχετικά µε την κατανοµή των ατόµων στα 3 
πρότυπα , υπολογίστηκαν οι συχνότητες  των δύο αλληλοµόρφων για κάθε 
πληθυσµό (Πιν.8)  
 
Πίν.8:  Συχνότητες αλληλοµόρφων για το  MyD88 
 
Συχνότητες αλληλοµόρφων  MyD88 

















ΙΤ 12 20,8% 79,2% 
Σύνολο 74 17,5%               82,5% 
 
 Σε όλους τους πληθυσµούς παρατηρείται πολύ υψηλότερη 
συχνότητα του αλληλοµόρφου MyD88_2  σε σχέση µε  το αλληλόµορφο 
MyD88_1. Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης αυτής αφορούν µικρό σχετικά 
αριθµό ατόµων και αποτελούν προκαταρκτικό στάδιο της µελέτης του 
γονιδίου  MyD88. Το ίδιο ισχύει και για το γονίδιο του TLR9, καθώς και εκεί 
απαιτείται εξέταση µεγαλύτερου πληθυσµού. 
   Σκοπός είναι να χρησιµοποιηθούν  τα δεδοµένα από τέτοιου τύπου 
αναλύσεις σε περαιτέρω µελέτες µε τελικό στόχο τον καθορισµό των 
γενοτύπων που είναι επιρρεπείς και εκείνων που  εµφανίζουν 
ανθεκτικότητα στην βρουκέλλωση από Brucella abortus.  
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  Η ανάλυση που πραγµατοποιήθηκε αποτελεί το πρώτο βήµα για 
περαιτέρω µελέτες, που θα περιλαµβάνουν την ανίχνευση SNPs  σε όλο το 
µήκος της αλληλουχίας του γονιδίου και κατόπιν επιλογή συγκεκριµένου 
SNP για να γίνει εξεταστεί η σχέση του µε την εκδήλωση ανθεκτικότητας 
στην βρουκέλλωση. Πρωτίστως θα πρέπει να εξεταστούν οι µη συνώνυµοι 
πολυµορφισµοί, που επιφέρουν αλλαγές στη αµινοξική ακολουθία και να 
διαπιστωθεί εάν οι αλλαγές αυτές επηρεάζουν τελικά την δοµή της 
πρωτεΐνης, και αν σε ποιο σηµείο ακριβώς. 
 Με µελέτη της κρυσταλλικής δοµής της πρωτεΐνης, και εφόσον είναι  
γνωστά τα µοτίβα που εµπλέκονται σε αλληλεπιδράσεις, µπορούν 
ακολούθως  να εντοπιστούν µε ακρίβεια οι θέσεις αλλαγής των αµινοξέων, 
και η  σχέση τους µε τα συγκεκριµένα µοτίβα. Αυτό ισχύει και για τα δύο 
γονίδια που µελετήθηκαν καθώς είναι γνωστή, έως ένα βαθµό, τόσο η 
σηµασία των LRRs και των συνδετικών περιοχών τους για τον υποδοχέα 
TLR9, όσο και η σηµασία  της περιοχής TIR για την πρωτεΐνη  MyD88. 
 Για την ολοκλήρωση της µελέτης, εκτός από ανάλυση σε  µοριακό 
επίπεδο, απαιτείται και η συλλογή επιδηµιολογικών στοιχείων για τους υπό 
εξέταση πληθυσµούς. Για το σκοπό αυτό, θα πρέπει να ξεκινήσει µια 
συνεργασία µε κτηνιάτρους, έτσι ώστε να γίνεται γνωστό πόσα και ποια 
άτοµα µιας φυλής ή ενός κοπαδιού νοσούν, αλλά και να εντοπίζονται τα 
άτοµα εκείνα που δεν µολύνονται. Έτσι, θα καθοριστούν αλληλοµορφικές 
και γονοτυπικές συχνότητες σε µεγαλύτερο πληθυσµό ατόµων, ενώ επειδή 
θα  είναι  γνωστό εάν τα άτοµα ασθενούν θα είναι εφικτή και η συσχέτιση 
της παρουσίας συγκεκριµένων αλληλοµόρφων και της απόκρισης στην Β. 
abortus. 
  Τα αποτελέσµατα που θα προκύψουν  µπορούν να  βρουν εφαρµογή 
στον έλεγχο των συνεπειών της βρουκέλλωσης. Ο σκοπός είναι οι 
παραπάνω διαδικασίες να καταλήξουν σε ταυτοποίηση γονότυπων 
ανθεκτικών στην  Β. abortus , µε απώτερο στόχο να βρει πρακτική 
εφαρµογή η πληροφορία  αυτή στην γενετική βελτίωση των φυλών του 
είδους Ovis aries, µέσω επιλογής των ζώων προς εκτροφή από πληθυσµούς 
που εµφανίζουν ανθεκτικότητα  ή αυξηµένη αντίσταση  κατά της ασθένειας. 
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